Caractérisation de l’effet de mutations MODY sur la fonction de bookmarking de HNF1beta by Lerner, Jonathan
Caracte´risation de l’effet de mutations MODY sur la
fonction de bookmarking de HNF1beta
Jonathan Lerner
To cite this version:
Jonathan Lerner. Caracte´risation de l’effet de mutations MODY sur la fonction de bookmarking
de HNF1beta. Biologie mole´culaire. Universite´ Rene´ Descartes - Paris V, 2014. Franc¸ais.
<NNT : 2014PA05T064>. <tel-01223110>
HAL Id: tel-01223110
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01223110
Submitted on 2 Nov 2015
HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.
L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destine´e au de´poˆt et a` la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publie´s ou non,
e´manant des e´tablissements d’enseignement et de





























































enthousiasme  inaltérable, et sa passion si contagieuse pour  la science et  la recherche (ainsi que pour  les délicieux 
dîners  qu’il organise tous les hivers pour l’équipe).  
 Je  remercie Alessia Bagattin,   avec qui  j’ai eu  l’immense privilège et plaisir de  travailler  sur ce projet et dont  les 







Je remercie  l’ensemble des membres actuels et passés de  l’équipe EGDM,  les meilleurs collègues dans  le meilleur 
des mondes possible : Michel Leibovici, Magali Chiral, Armelle Grevellec‐Christophorou, Arianna Fiorentino, Evelyne 




Je  remercie  l’ensemble  des  personnes  que  j’ai  pu  croiser  au  cours  de  ma  thèse  à  l’Institut  Cochin,  ainsi  qu’à 
l’Université Paris Descartes, dans un cadre professionnel ou non. 
Je remercie mes parents Christine et Nicolas pour leur soutien pendant ces quatre ans de thèse, mon frère Samuel 
pour  les discussions sans  fin et souvent sans sens, ainsi que  l’ensemble des  familles Lerner et Ducoloné, avec une 
pensée toute particulière pour mes grands parents paternels et maternels, à qui je dédie cette thèse.  




de Villebon‐Longjumeau : Omar, Mehdi,   Brice, Paco,  John, Koubiak, Nico F,  les Coachs,  JR  (RIP), et tous  les autres 













































































essai  intitulé  « Le Hasard  et  la  nécessité ».  En  s’interrogeant  sur  ce  qui  distingue  les  objets 
inanimés et  les êtres‐vivants,  il définit des caractéristiques propres à ces derniers, notamment 
l’invariance  reproductive.  Elle  peut  être  définie  comme  la  capacité  de  se  reproduire  et  de 
transmettre  de  façon  stable  à  leur  descendance  l’information  correspondant  à  leur  identité, 
sous la forme de leur structure et de leur fonction. L’identité au niveau cellulaire est le résultat 
de  l’exécution  d’un  programme  transcriptionnel,  permettant  de  réguler  l’ensemble  des 
constituants cellulaires (protéines, lipides, Acides nucléiques…). 
Le  programme  transcriptionnel  d’une  cellule  est  déterminé  par  un  ensemble  de  marques 
épigénétiques,  transmises  d’une  génération  cellulaire  à  l’autre,  indépendamment  de  la 
séquence de l’ADN.  La division cellulaire constitue un événement critique vis‐à‐vis de l’identité 
cellulaire,  puisqu’à  cette  étape  se  produit  une  modification  globale  de  la  structure 
chromatinienne, une dissociation de la plupart des effecteurs et des régulateurs de l’expression 
génique, résultant en une inactivation du programme transcriptionnel.  
Certains  régulateurs  transcriptionnels, en  restant associés à  la chromatine pendant  la mitose, 
permettent la constitution de marques épigénétiques permettant la réactivation post‐mitotique 
adéquate  du  programme  transcriptionnel. On  parle  de  facteurs marque‐pages  (bookmarking 
factors),  qui  permettent  de  façon métaphorique  à  la  cellule  de  retrouver  ses  pages  dans  le 
génome après la mitose. 
Le  facteur  de  transcription HNF1beta  a  été  récemment  identifié  comme  un  facteur marque‐
page. L’objectif de ma thèse était de comprendre les modalités de sa fonction de bookmarking, 




























électronique  de  fibres  de  30nm  et  de  11nm  de  diamètre.  La  fibre  de  chromatine  de  11nm 
présente une structure en « collier de perles »  (Figure 1A). La digestion de ces  fibres par des 
nucléases a montré que 146 paires de bases d’ADN venaient s'enrouler autour d'une « perle », 
constituée  de  protéines‐histones,  définissant  ainsi  l'unité  de  base  de  la  chromatine :  le 
nucléosome  (voir Alberts et  al., 2002). Des méthodes d’études  cristallographiques ont par  la 
suite permis d’établir  la structure du cœur du nucléosome (Davey et al., 2002), constitué d’un 
octamère  de  protéines‐histones :  deux  sous‐unités  des  histones H2A, H2B, H3  et H4  autour 






Comme  l’indique  l’existence des  fibres de 11nm et de 30 nm,  le degré de  compaction de  la 
chromatine  est  variable. Dans  le  noyau  cellulaire,  la  chromatine  peut  être  séparée  en  deux 
grandes classes fonctionnelles, dont les premières observations ont été réalisées en 1928 (Heitz, 
1928).  Un  botaniste  allemand,  Emil  Heitz,  a  développé  une  méthode  d’extraction  des 
chromosomes à partir de plusieurs espèces de mousses. Chez Pellia epiphylla, Heitz observa que 
certaines régions chromosomiques étaient compactées et denses durant l’interphase. Il qualifia 
ces  structures d’hétérochromatine, qu’il  supposait génétiquement  inactives. Par opposition,  il 
qualifia d’euchromatine  les régions chromosomiques décondensées, qu’il définit comme étant 
actives (Passarge, 1979) (Figures 2A et 2B). Grâce à l’avènement de la microscopie électronique, 
il  a  été  possible  de  transposer  les  structures  décrites  par  Heitz  dans  le  noyau  des  cellules 
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animales  (voir  Alberts  et  al.,  2002).  La  chromatine  dense  aux  électrons  a  été  par  analogie 
qualifiée d’hétérochromatine, et la chromatine faiblement dense aux électrons d’euchromatine 
(Figure  2C).  Les  hypothèses  de  Heitz  se  sont  révélées  justes,  puisque  l’état  d’activation  ou 
d’inactivation transcriptionnelle est lié au degré de compaction de la chromatine (voir Li et al., 
2007).  L’euchromatine  présente  un  état  relâché  et  est  active  transcriptionnellement.  Au 
contraire,  l’hétérochromatine  présente  une  structure  compacte  et  une  inactivité 
transcriptionnelle. Une variété d’états de compaction chromatinienne existe (voir Alberts et al., 




au moment de  la mitose  (Figure 2D)  (voir Vagnarelli, 2012). Des  transitions existent entre  les 



































régulations  de  la  compaction,  à  une  échelle  plus  ou  moins  grande,  permet  d’établir  une 
transition entre euchromatine et hétérochromatine (voir Craig, 2005). Une partie seulement de 
l’hétérochromatine  peut  subir  une  décompaction,  et  la  transition  vers  une  structure 
euchromatinienne.  On  parle  alors  d’hétérochromatine  facultative,  par  opposition  à 
l’hétérochromatine  constitutive,  qui  présente  une  compaction  importante  et  figée. 
L’hétérochromatine constitutive contient peu de gènes et est  impliquée dans des mécanismes 
non liés à la transcription au sein des cellules. Par exemple, l’hétérochromatine constitutive est 
présente  au  niveau  des  centromères  chromosomiques,  qui  ont  un  rôle  essentiel  lors  de  la 
mitose,  en  constituant  les  points  d’accrochage  des  microtubules  kinétochoriaux  du  fuseau 
mitotique, permettant l’alignement des chromosomes sur la plaque métaphasique. La transition 








1B  et  Davey  et  al.,  2002)).  Les  queues  d’histones  sont  la  cible  de  plusieurs  enzymes, 
responsables  de  la  mise  en  place  de  modifications  post‐traductionnelles  sur  des  résidus 
particuliers.  aaȌ	Enzymes	modifiant	les	histones,	protéines	épigénétiques	d’écriture	(Epigenetic	writers)	




certains  variants  d’histones  (H3.1,  H3.3,  HTZ.1)  (Craig,  2005).  Les  modifications  post‐
traductionnelles  touchent principalement  les  résidus  lysine  (cibles de  toutes  les modifications 
post‐traductionnelles connues à ce jour) et les arginines, mais également d’autres résidus, telles 
que  les  sérines  et  thréonines phosphorylables, par  exemple  (Figure  3 A, B, C et  voir Berger, 
2007;  Zentner  and  Henikoff,  2013).  Les  enzymes modifiant  la  chromatine  (Histone méthyl‐
transférases,  Histone  acétyl‐transférases,  Histone  Ubiquitine‐transférases…)  sont  qualifiées 
d’epigenetic  writers  (protéines  épigénétiques  d’écriture),  et  les  modifications  post‐
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traductionnelles  des  histones  forment  des  marques  reconnues  par  des  epigenetic  readers 
(protéines épigénétique de lecture) (Figure 4).  
Les  modifications  post‐traductionnelles  des  histones  ont  été  classées  comme  des 
marques chromatiniennes d’activation ou de répression, en fonction de leur association avec la 
chromatine active ou  inactive  (Figure 3D). Dans  le  cas de  certaines marques,  la  situation est 
claire. L’acétylation des résidus  lysine et arginine, par exemple, est associée à une chromatine 
active  transcriptionnellement  (Allfrey et  al.,  1964; Heintzman  et  al.,  2007; Pogo  et  al.,  1966; 
Wang  et  al.,  2008).  Au  contraire,  les  résidus  d’histone  SUMOylés  sont  plutôt  associés  à  la 
chromatine  réprimée  (Shiio  and  Eisenman,  2003).  Pour  d’autres  modifications  post‐
traductionnelles,  la situation est plus ambiguë. La méthylation et  l’ubiquitinylation des acides‐
aminés,  selon  la nature des  résidus modifiés et  leur contexte, peuvent‐être associées à de  la 
chromatine transcriptionnellement active ou réprimée (voir Figure 5E et Berger, 2007; Zentner 
and  Henikoff,  2013).  Par  exemple,  la  triméthylation  de  la  quatrième  lysine  de  l’histone  H3 
(H3K4me3), établie par  l’Histone Méthyl‐Transférase  (HMT) Set1  (Figure 5A), est retrouvée en 
amont de gènes transcriptionnellement actifs, tandis que la triméthylation de H3K9 (H3K9me3), 
établie  notamment  par  l’HMT  Suv(3‐9)h1,  est  retrouvée  au  sein  de  l’hétérochromatine, 
réprimée transcriptionnellement (Heintzman et al., 2007; Wang et al., 2008), ainsi qu’au niveau 
de l’hétérochromatine constitutive des centromères (Sullivan and Karpen, 2004). La méthylation 
des  résidus  d’arginine  des  queues  d’histones  peut  également  intervenir  sur  la  régulation 
transcriptionnelle,  notamment  la  di‐méthylation  réalisée  par  des  Protéine  Arginine‐Méthyl‐






2004a).  L’association  des  phosphorylations  des  sérines  et  thréonines  avec  la  chromatine  est 
également ambivalente. La phosphorylation de la H3S10 (H3S10Ph), par exemple est retrouvée 




ainsi  associée  à  la  dynamique  des  processus  d’ouverture  et  de  fermeture  de  la  chromatine. 
D’autres  modifications  post‐traductionnelles  pourraient  avoir  un  rôle  sur  la  régulation 
transcriptionnelle  telle  la  corrélation  établie  entre  l’isomérisation  d’une  proline  au  sein  de 














































L’association  des modifications  post‐traductionnelles  des  histones  avec  la  chromatine 
active  ou  inactive  est  liée  à  leur  rôle  crucial  dans  les  processus  de  compaction  et  de 
décompaction  de  la  chromatine,  essentiel  pour  la  régulation  de  l’expression  des  gènes  (voir 
Berger,  2007;  Zentner  and  Henikoff,  2013).  Il  existe  deux  paradigmes,  direct  et  indirect, 
concernant le lien mécanistique entre les marques d’histones et la régulation de la transcription 
(voir Berger, 2007).  Le modèle direct  spécifie que  les modifications post‐traductionnelles des 
histones  permettent  des  modifications  directes  des  charges  électrostatiques  et  de 
l’encombrement  stérique  à  l’interface  de  contact  entre  les  nucléosomes,  ce  qui  résulte  en 
l’établissement  d’une  structure  ouverte  ou  fermée  de  la  chromatine.  L’ouverture  ou  la 
fermeture de la chromatine ainsi générée permet de contrôler l’accès de protéines régulatrices 
reconnaissant  spécifiquement  l’ADN,  (par  exemple  des  facteurs  de  transcription).  Dans  le 
modèle  indirect,  les modifications post‐traductionnelles des histones  constituent des  sites de 
reconnaissance pour des protéines lectrices des histones (Figure 4), notamment des complexes 
de  remodelage  de  la  chromatine.  Ce  modèle  est  appuyé  par  différentes  observations.  Par 
exemple,  l’acétylation  des  lysines  au  niveau  de  la  queue  N‐terminale  de  certaines  histones 
permet  la  reconnaissance  spécifique par une  classe particulière de domaines protéiques,  les 
bromodomaines  (Dhalluin  et  al.,  1999;  Jacobson  et  al.,  2000;  Zeng  and  Zhou,  2002).  Ainsi, 
l’acétylation des  lysines de  l’histone H3 permet  la  stabilisation de  l’interaction d’une Histone 
Acétyl‐Transférase, GCN5, par l’intermédiaire de son bromodomaine (Dhalluin et al., 1999). Une 
autre observation appuyant ce modèle concerne  la méthylation de  la  lysine, qui sert de point 
d’ancrage  pour  les  chromodomaines  et  les  tudordomaines  (Kim  et  al.,  2006).  En  plus  de 
H3K9me3  (établie  par  Suv(3‐9)h1),  la  triméthylation  de H3K27,  établie  par  l’Histone Méthyl‐
Transférase EZH2 (appartenant à PCR2, un complexe de la famille Polycomb) est également une 
marque d’histone  typique de  l’hétérochromatine  (Wang et al., 2008). Ces deux marques sont 
reconnues  spécifiquement par  le  chromodomaine de  l’hétérochromatine protein‐1  (HP‐1), et 
permettent ainsi  son  recrutement au  sein de  la  chromatine  réprimée  (Bannister et al., 2001; 
Lachner et al., 2001). 
L’association d’une marque d’histone avec  la chromatine active ou réprimée ne définit 
pas forcément  la nature des protéines  lectrices qui  la reconnaissent. Par exemple, nous avons 
indiqué précédemment que la marque H3K4me3 établie par Set1 était retrouvée en amont des 
gènes  transcriptionnellement  actifs.  H3K4me3  est  en  effet  un  site  de  reconnaissance 
permettant le recrutement de plusieurs protéines lectrices et aboutissant à l’établissement de la 
structure active de la chromatine. Ainsi, chez la levure, la marque H3K4me3 est reconnue par le 
chromodomaine  de  Chd1  (Chromodomain  protein  1)  (Pray‐Grant  et  al.,  2005).  Chd1  recrute 





d’autres  domaines  spécialisés  appartenant  à des  activateurs  chromatiniens. On  peut  citer  le 
Plant  HomeoDomain  (PHD)  de  NURF  et  de  Yng1,  deux  protéines  appartenant  au  complexe 
NuA3,  permettant  l’acétylation  de  l’histone  H3  (NuA3 :  Nucleosomal  Acetyl‐Transferase  of 
Histone H3)  (Wysocka  et  al.,  2006). Une  protéine  du  complexe MLL1, WDR5,  possédant  un 
domaine de type WD40 est capable d’interagir avec la marque H3K4me3 (Couture et al., 2006; 
Ruthenburg  et  al.,  2006;  Schuetz  et  al.,  2006). MLL1  possède  une  activité  Histone Méthyl‐
Transférase spécifique de H3K4, et permet donc le maintien et la propagation de cette marque 
de chromatine active (Couture et al., 2006; Steward et al., 2006). 
Singulièrement,  certains  répresseurs  chromatiniens  reconnaissent  également 
spécifiquement H3K4me3:  le complexe  répresseur Sin3‐HDAC1  (Histone‐DeACetylase1) par  le 
biais du domaine PHD de ING2 (Peña et al., 2006; Shi et al., 2006) ; ou encore JMJD2A, la lysine‐
déméthylase capable de déméthyler H3K4me3 que nous avons abordé précédemment (Huang 
et  al.,  2006).  Une  modification  post‐traductionnelle  d’histone  peut  être  reconnue  par  des 
partenaires  avec  des  rôles  contradictoires  d’activation  ou  de  répression  de  la  chromatine. 
L’hypothèse d’un fonctionnement cyclique de l’activation de l’expression génique, permis par la 
nature  bivalente  des  marques  d’histones  est  émise  par  certains  auteurs,  avec  une  phase 
d’induction de l’activité transcriptionnelle suivie d’une phase de répression (voir Berger, 2007).  	acȌ	Protéines	effaçant	les	marques	d’histones	ȋEpigenetic	erasersȌ	
Les marques d’histones sont réversibles, et présentent donc un caractère dynamique. En 
effet,  des  enzymes  capables  d’éliminer  les modifications  post‐traductionnelles  des  histones 
(Epigenetic  erasers)  existent  :  Histones  déacétylases  (HDACS),  Phosphatases,  Ubiquitine‐
protéases, Déiminases  (ciblent  les methyl‐arginines)  (voir Berger, 2007; Zentner and Henikoff, 
2013)  (Figure 4).  La méthylation des  lysines  a  longtemps été  considérée  comme  irréversible, 
















L’établissement  des marques  d’histones  par  des  enzymes writers,  permet  la  reconnaissance  par  des 







La méthylation de  l’ADN,  chez  les mammifères,  se produit  au niveau des  cytosines engagées 
dans  un  doublet  CpG  (Figure  5A). De  60  à  80%  des  doublets  CpG  au  sein  du  génome  sont 
méthylés, aussi bien au niveau de séquences répétées, des régions intergéniques, des éléments 
de  transposition ou encore des gènes. Une exception à cette  règle concerne  les  ilôts CpG, au 
sein desquels les doublets CpG sont au contraire principalement non‐méthylés ( voir Fournier et 
al., 2012). La méthylation de l’ADN joue un rôle important dans la régulation de l’expression des 
gènes,  étant  généralement  associée  à un  état  transcriptionnel  réprimé.  Le  lien mécanistique 
entre la méthylation de l’ADN, la répression de la transcription  et la structure chromatinienne a 









ou  MBD4.  Les  domaines  MBD  permettent  la  liaison  à  l’ADN  méthylé,  mais  les  protéines 
présentent  des  structures  et  des  partenaires  variés,  suggérant  leur  implication  dans  une 
diversité de processus biologiques (voir Hendrich and Tweedie, 2003). Certaines protéines de la 
famille MBD sont même  incapables de  lier  l’ADN méthylé (Laget et al., 2010). Les protéines de 
type  Kaiso  (Kaiso,  ZBTB4,  ZBTB38),  présentent  des  domaines  Zinc  finger  leur  permettant 
d’établir  des  interactions  de  type  séquence‐spécifiques  avec  l’ADN méthylé,  ou  non‐méthylé 
(Daniel  et  al.,  2002;  Prokhortchouk  et  al.,  2001;  Ruzov  et  al.,  2009;  Sasai  et  al.,  2010).  Les 
protéines possédant un domaine SRA (par exemple UHRF1 et UHRF2) se lient également à l’ADN 
méthylé (Unoki et al., 2004). Elles possèdent en outre un domaine Tudor en tandem (TTD), qui 
permet  la  reconnaissance  et  la  liaison  de  la marque  répressive H3K9me3  (Karagianni  et  al., 
2008; Papait et al., 2008; Rottach et al., 2010).  
Ces protéines permettent de faire le lien entre la méthylation de l’ADN et le recrutement 
de  facteurs  régulant  la  structure  de  la  chromatine  (voir  Fournier  et  al.,  2012).  Ainsi,  la 
méthylation  de  l’ADN  permet  la  formation  d’un  complexe  protéique  répressif,  dont  le  rôle 
principal est la déacétylation des histones.  Les facteurs des trois familles de MBPs, grâce à leurs 
modalités  différentes  de  liaison  à  l’ADN  méthylé,  permettent  de  réguler  la  structure 
chromatinienne à des échelles différentes. Les protéines Kaiso et Kaiso‐like, par exemple, sont 




membres  les plus étudiés de cette  famille est MeCP2  (Methyl‐CpG binding‐Protein 2), qui est 
une protéine très abondante (même niveau d’expression que les octamères d’histones dans les 

































variations à  la  fois au niveau des queues N‐ et C‐  terminales et dans  la partie globulaire  (voir 
Maze  et  al.,  2014;  Sarma  and  Reinberg,  2005).  L’histone  présentant  la  plus  grande  variété 
d’isoformes  est  H2A.  H2B  et  H3  présentent  souvent  quelques  substitutions  dans  la  partie 
globulaire. Aucun variant de  l’histone H4 n’a cependant été  identifié à ce  jour. En  remplaçant 
une  histone  canonique  au  sein  du  nucléosome,  les  variants  d’histone  permettent  une 






processus  de  répression  transcriptionnelle  (Costanzi  et  al.,  2000;  Gamble  et  al.,  2010),  en 
particulier  lors  de  la  mise  en  place  de  l’inactivation  aléatoire  du  chromosome  X  (nous 
reviendrons de la chromatine et de l’expression génique. Par exemple, le variant macroH2A est 
associé à des en détail sur ce point par la suite). Au contraire, le variant H2A.Bbd est associé à la 
chromatine active  transcriptionnellement  (Soboleva et  al., 2012;  Tolstorukov et  al., 2012).  Le 
rôle des variants H2A.Z (Creyghton et al., 2008; Faast et al., 2001; Hödl and Basler, 2012) et H3.3  
(Bush et al., 2013; Couldrey et al., 1999; Lin et al., 2013) est moins clair, car ils sont associés à la 
fois  à  la  chromatine  active  et  à  la  chromatine  réprimée,  au  point  de  vue  transcriptionnel. 
D’autres variants  sont  impliqués dans des processus cellulaires essentiels, par exemple H2A.X 









ses propres  termes : "la branche de  la biologie étudiant  la causalité des  interactions entre  les 
gènes  et  leurs  produits,  qui  donnent  naissance  au  phénotype"  (voir Waddington,  2012).  La 
notion d’héritabilité fut ensuite ajoutée à l’idée du lien entre génotype et phénotype. En 1996, 
Arthur Riggs, dans Epigenetics mechanisms of gene regulation, donna une définition moderne 
de  l’épigénétique,  comme  étant  "l'étude  des  changements  héritables  (après  la mitose  ou  la 
meïose) de  l’activité d’un  gène, qui ne peuvent être expliquée par des  changements dans  la 
séquence de l'ADN". La chromatine peut‐être considérée comme le substrat de la transmission 
épigénétique,  vu  son  importance  dans  la  régulation  de  l'expression  génique,  et  le  caractère 
dynamique et réversible de sa structure. En effet,  l'ensemble des modifications de  la structure 
chromatinienne que nous avons décrites  jusqu’ici, et permettant  la  régulation de  l’expression 






génome.  Les  cellules  souches  embryonnaires  (ES),  issues  du  bourgeon  embryonnaire,  ont  la 




une  lignée  et  un  destin  cellulaire  spécifique,  dans  un  processus  de  différenciation.  Conrad 














qualifiée  de  méthylation  de  maintenance.  L’ADN  méthyl‐transférase  DNMT1  (DNA  Méthyl‐
Transferase  1)  a  été  identifiée  par  la  suite  comme  ayant  un  tropisme  particulier  pour  l’ADN 
hemi‐méthylé,  faisant  d’elle  une  candidate  idéale  pour  la maintenance  de  la méthylation  de 
l’ADN pendant  la réplication  (Jeltsch, 2006;  Jurkowska et al., 2011). Certaines études récentes 
suggèrent l’implication dans ce processus de la Methyl (‐CpG) Binding Protein UHRF1, que nous 
avons décrite précédemment. En effet, au cours de  la phase S, en effet, UHRF1  interagit avec 






et  DNMT3B  (Hsieh,  1999;  Okano  et  al.,  1998,  1999).  Au  contraire  de  DNMT1,  elles  ne 
reconnaissent  pas  spécifiquement  l’ADN  hémi‐méthylé,  et  permettent  donc  potentiellement 
l’établissement de méthylation de novo. Des modèles d’invalidation des  trois DNMTs  chez  la 
souris  ont  résulté  dans  une  perte  massive  de  méthylation  de  l’ADN  et  dans  une  létalité 
embryonnaire  (Li  et  al.,  1992;  Okano  et  al.,  1999).  En  revanche,  au  niveau  cellulaire,  la 






des données  récentes ont montré que  la  répartition des  rôles de méthylation de novo et de 
méthylation  de maintenance  entre  DNMT3A/B  et  DNMT1  n’était  pas  si  cloisonnée  qu’on  le 
pensait. Des expériences suggèrent que DNMT1 pourrait  jouer un rôle dans  la méthylation de 
novo. En effet,  les enzymes DNMT3A et B, à cause de contraintes structurales,  introduisent de 
façon  préférentielle  des  hémi‐méthylations  de  l’ADN,  qui  pourraient  être  des  substrats  pour 
DNMT1 (Jurkowska et al., 2011; Lin et al., 2002). De plus,  l’activité de méthylation de novo de 
DNMT1  a été démontrée  (Fatemi et  al., 2001; Goyal et  al., 2006). On peut également noter 
qu’en cas de double invalidation de Dnmt3a et de Dnmt3bB, une méthylation résiduelle subsiste 
(Okano et al., 1999). Les processus de transmission de  la méthylation de  l’ADN sont essentiels 






Les profils de méthylation des  doublets CpG  sont  établis durant  le  développement  par  des  enzymes 
capables  d’établir  des méthylations  de  novo  sur  les  doublets  CpG.  Ces  enzymes  sont  probablement 
DNMT3A  et DNMT3b. Une  fois  les  schèmes  établis,  il    est  nécessaire de  les maintenir  après  chaque 
réplication. DNMT1, qui a une affinité pour  l’ADN hémi‐méthylé,  recopie  les méthylations  sur  le brin 

















dépendant de  leur  localisation au sein de  l'euchromatine ou de  l’hétérochromatine, ce qui est 
visible en particulier  lors de  translocations  (Figure 7A). Plusieurs gènes  capables d’influencer  
l’effet  de  position  ont  été  identifiés,  parmi  lesquels  des  suppresseurs,  appelés  Su(var) 
(Suppressors of variegation effect)  (Figure 7B). La  famille des Su(var) comporte en particulier 







les  régulateurs  Su(var)  et  E(var)  peuvent  interagir  spécifiquement  avec  certaines  marques 
d’histones,  par  le  biais  de  domaines  spécialisés  tels  que  less  chromodomaines,  les 
bromodomaines,  ou  encore  les  domaines  SET  (voir  Jenuwein  and Allis,  2001)  (van  Lohuizen, 
1999). Polycomb, par exemple possède un chromodomaine, et Trithorax possède un domaine 
SET. Ces deux protéines ont des  effets  antagonistes,  répresseur pour Polycomb  et  activateur 
pour Trithorax, sur la structure chromatinienne et l’activation transcriptionnelle des gènes (van 
Lohuizen, 1999). 
Les  Su(var)  et  les  E(var)  sont  impliqués  dans  plusieurs mécanismes  de  transmission 
épigénétique,  par  exemple  l’héritabilité  de  l’hétérochromatine  d’une  génération  cellulaire  à 
l’autre  (Grewal  and  Jia,  2007;  Krauss,  2008;  Richards  and  Elgin,  2002).  Le maintien  de  l’état 
réprimé  transcriptionnellement  de  l’hétérochromatine  est  essentiel.  Nous  avons  dit 
précédemment  que  l’hétérochromatine  est  caractérisée  par  un  certain  nombre  de marques 
chromatiniennes  de  répression,  en  particulier  la marque H3K9me3,  qui  constitue  un  site  de 
reconnaissance  pour  la  protéine  HP‐1  (Heterochromatin  Protein‐1)  (Bannister  et  al.,  2001; 
Lachner et al., 2001). HP‐1 permet  le recrutement d’un régulateur de  la famille Su(var), Suv(3‐
9)h1,  complexe  possédant  notamment  une  activité  Histone  Méthyl‐Transférase  (HMT), 
spécifique notamment de H3K9 (Aagaard et al., 1999; Wreggett et al., 1994). La méthylation de 






2000; Hoyer‐Fender et al., 2004).  Il est à noter que  les  facteurs  reconnaissant  l’ADN méthylé 
sont également impliqués dans la maintenance de l’hétérochromatine. Par exemple, la protéine 





le  gène  white+  est  exprimé,  il  présent  au  sein  de  régions  euchromatinienne  non‐compactes.  Le 
phénotype associé chez  la drosophile est  la couleur  rouge des yeux. Certaines  inversions génomiques 
modifient  la  position  du  gène white+  et  le  placent  à  proximité  de  régions  d’hétérochromatine.  Cela 
résulte en une exctinction génique dûe à  la propagation de  l’hétérochromatine, et à un phénotype dit 
“variégé” (variegated), un oeil majoritairement blanc. 






au  début  des  années  2000  (voir  Turner,  2002)  .  Cette  hypothèse  suggère  que  de multiples 
marques d’histone agissent de  façon combinatoire pour définir  la structure de  la chromatine. 
Elle  repose  sur  trois  conditions  :  premièrement  que  les modifications  post‐traductionnelles 
d’histones  puissent‐être  un  point  d’ancrage  spécifique  pour  des  protéines  transductrices, 
induisant des modifications de  la structure chromatinienne  (Figure 4). Deuxièmement que  les 
marques d’histone puissent avoir une relation d’interdépendance et qu’il soit ainsi possible de 
générer  une  variété  de  combinaisons  sur  chaque  nucléosome.  Et  enfin  troisièmement,  que 
l’établissement de structures globales au sein de la chromatine dépende en grande partie de la 
concentration locale et de la combinaison des nucléosomes modifiés (voir Turner, 2002).  
L’avènement  des  techniques  de  séquençage  massif  après  immuno‐précipitation  de 
chromatine a permis d’étudier  la nature de  la  chromatine à  l’échelle du génome. En 2007 et 
2008, un  laboratoire du National  Institute of Health  (Barski et al., 2007; Wang et al., 2008) a 
notamment  réalisé  une  analyse  de  la  répartition  de  39  marques  d’histones  (acétylations, 
méthylation et  variant H2A.Z)  ,  sur  l’intégralité du  génome,  à partir de  cellules  immunitaires 
humaines (cellules T CD4+). Cette étude montre que  l’acétylation des histones est présente au 
niveau  des  gènes  actifs,  mais  sur  des  régions  génétiques  différentes,  selon    l’acide‐aminé 
considéré.  









Wang  et  al. ont montré  l’existence de  3  grands  types de  profils d’expression  génique 
associés  à  des  marques  chromatiniennes  distinctes  (Wang  et  al.,  2008).  Le  premier  profil 
correspond à des gènes avec un faible taux d’expression, contenant  les marques de répression 
H3K27me3, H3K4me1/2/3, H3K9me1, et  le variant H2A.Z. Les deuxième et troisième types de 
profil  d’expression  correspondent  respectivement  à  un  taux  d’expression  intermédiaire  ou 
élevé. Un assemblage de 17 marques chromatiniennes communes est associé à ces deux profils 
d’expression, en association avec des marques chromatiniennes supplémentaires en fonction du 
taux d’expression  intermédiaire ou élevé  (Wang et al., 2008).  La présence de  cet assemblage 
particulier de marques chromatiniennes sur un grand nombre de gènes  (plus de 3000) est en 
adéquation avec l’idée d’un code histone (voir Jenuwein and Allis, 2001; Turner, 2002). En 2010, 
Filion et  al ont également mené une étude de  la  chromatine  à  l’échelle du  génome,  chez  la 
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drosophile  (Filion  et  al.,  2010).  Les  auteurs  ont  ainsi  étudié  la  répartition  génomique  de  53 
effecteurs chromatiniens,  tels que PCAF  (HAT), ASH2  (HMT), SU(VAR) 3‐9  (HMT), CTCF, E(Z)  ... 









classe.  Les  chromatines  BLEUES  et  VERTES  correspondent  à  des  types  connus 
d’hétérochromatine. La chromatine VERTE est ainsi marquée par HP‐1, SU(VAR)3‐9, et d’autres 
protéines  interagissant  avec  HP‐1.  Elle  correspond  aux  régions  centromériques  des 
chromosomes. La chromatine BLEUE correspond à  la présence de protéines de  la  famille PcG, 
telles  que  PC,  E(Z)  ou  SCE.  La  chromatine  NOIRE  correspond  au  type  le  plus  courant  de 
chromatine réprimée. Elles couvrent 48% du génome, il s’agit donc du type chromatinien le plus 
abondant.  Elle  est  relativement  pauvre  en  gène  et  couvre  de  larges  régions  du  génome.  La 
majorité  des  gènes  réprimés  se  trouvent  dans  la  chromatine  NOIRE.  Enfin  les  chromatines 
JAUNE et ROUGE correspondent à deux types d’hétérochromatine. Elles sont caractérisées par 
la présence de protéines communes, telles que les HDACs RPD3 et SIR2, ou encore l’HMT ASH2 
responsable de  la méthylation de H3K4.  Les gènes présents  sur  cette  chromatine portent  les 
marques  de  la  chromatine  active transcriptionnellement :  ARN  polymérase,  H3K4me2, 
H3K79me3, et des  faibles niveaux de H3K9me3 et de H3K27me3. Elles présentent cependant 
des  différences.  La  chromatine  ROUGE  par  exemple  est  spécifiquement  marquée  par  des 
protéines  qui  lui  sont  spécifiques,  tels  que  le  remodeleur  chromatinien  BRM,  ou  CAF1.  LA 
chromatine JAUNE possède une protéine spécifique avec un chromodomaine lui permettant de 
se  lier  à H3K36me3, une marque  enrichie  au  sein de  ce  type.  Les  auteurs montrent que  les 
gènes avec un grand champ d’expression sont présents au sein de la chromatine jaune, et moins 
les  gènes  avec  un  profil  d’expression  plus  restreint  (Filion  et  al.,  2010).  Ce  résultat  appuie 
également l’hypothèse du code histone, car les profils de liaison des protéines sur les domaines 







































Au  cours  du  cycle  cellulaire,  les  mécanismes  de  transmission  épigénétique  décrits 
précedemment doivent  faire  face à deux événements majeurs, entraînant une modification à 
l’échelle du génome de  la structure de  la chromatine. Le premier événement est  la réplication 
de l’intégralité du génome durant la phase S du cycle cellulaire (Probst et al., 2009). Le second 
événement, est  la mitose, au cours de  laquelle  la chromatine est progressivement compactée, 
jusqu’à un  degré  extrême,  les  chromosomes mitotiques  (voir Alberts  et  al.,  2002; Vagnarelli, 






kinases  appelées  cdk  (cyclin‐dependent  kinase).  L’activation  du  complexe  cycline‐cdk  par 
phosphorylation  provoque  sa  translocation  nucléaire,  et  résulte  en  la  phosphorylation 
activatrice de nombreuses cibles, permettant ainsi  l’avancée dans  le cycle cellulaire (Alberts et 
al.,  2002).  Le  couple  cdk1/cdc2‐cycline  B  est  le  régulateur  principal  des  événements  se 
produisant au  cours de  la mitose, en entraînant  la phosphorylation directe ou  indirecte d’un 
ensemble de cibles permettant la mise en place des processus mitotiques successifs (Alberts et 
al.,  2002).  La mitose  se  décompose  en  5  phases  chez  les  eucaryotes  pluricellulaires  :  (i)  la 
prophase,  au  cours  de  laquelle  la  compaction  de  la  chromatine  démarre,  en  parallèle  de  la 
dissociation  des  complexes  des  pores  nucléaires  et  de  la  lamina  (Figure  9B);  (ii)  la 
prométaphase, pendant laquelle se produit la rupture de l’enveloppe nucléaire sous l’action des 
microtubules, entraînant la libération de l’ensemble des constituants solubles nucléaires dans le 
cytosol.  Les  chromosomes  achèvent  leur  compaction,  et  sont  progressivement  liés  par  les 
microtubules kinétochoriaux du fuseau mitotique (Figure 9B); (iii) la métaphase, durant laquelle 
les  chromosomes  mitotiques  sont  alignés  par  l’action  du  fuseau  mitotique  sur  la  plaque 
métaphasique  le  long de  l’équateur de  la cellule  (Figure 9B);  (iv)  l’anaphase, pendant  laquelle 
les chromatides sœurs sont séparées par le fuseau mitotique vers chaque pôle cellulaire (Figure 
9B);  (v)  la  télophase,  qui  est  la  division  cellulaire  proprement  dite,  au  cours  de  laquelle 
l’enveloppe nucléaire est reformée, ainsi que  les pores nucléaires et  la  lamina (Figure 9B). Les 
génomes  séparés  sont  alors  répartis  dans  deux  nouvelles  cellules  après  séparation  des 


























Elles  forment  ainsi  un  complexe  avec  des  CDKs  (Cyclin‐dependant  kinases),  permettant  la 
phosphorylation d’un ensemble de cibles et l’avancée dans le cycle cellulaire. Tiré de studentreader.com 
B : Schéma simplifié des événements se produisant durant la mitose. G2: noyau interphasique en phase 
G2;  Prophase/Pro‐métaphase :  début  de  la  condensation  de  la  chromatine,rupture  de  l’enveloppe 
nucléaire(dissociation de  la  lamina et des complexes de pores nucléaires.), dispersion des constituants 
du  nucléoplasme  dans  le  cytoplasme;  Métaphase :  alignement  des  chromosomes  sur  la  plaque 
métaphasique  (PM);  Anaphase :  séparation  progressive  des  chromatides  soeurs  sous  l’action  des 
microtubules du fuseau mitotique, Télophase : fin de la séparation des deux génomes 2n et reformation 











la conjonction de deux phénomènes :  la condensation extrême de  la chromatine, et  la rupture 






l’établissement  d’une  symétrie  bilatérale  des  chromatides  sœurs  (voir  Vagnarelli,  2012).  Le 
déclenchement  de  la  compaction mitotique  se  produit  durant  la  prophase.  L’activation  et  la 
translocation nucléaire du complexe CyclineB1‐cdk1 est suivie par les premiers signes visibles de 




de  plus  de  4000  protéines  non‐histones  joue  un  rôle  crucial  dans  la  construction  des 
chromosomes  mitotiques  (Chen  et  al.,  2005;  Ohta  et  al.,  2010).  Parmi  ces  protéines  non‐
histones,  un  ensemble  constitue  l’échafaudage  chromosomique,  qui  représente  40%  des 
protéines  associées  aux  chromosomes mitotiques  (Ohta  et  al.,  2010).  Après  extraction  des 
histones  et    digestion  totale  de  l’ADN,  elles  représentent  la  fraction  insoluble  des  protéines 
(Adolph et al., 1977; Adolphs et al., 1977). Les protéines de l’échafaudage chromosomique sont 
liées  avec  une  stabilité  plus  ou moins  grande  à  la  chromatine mitotique.  Cette  dualité  de 
comportement correspond à  la nature des chromosomes mitotiques, présentant un caractère 




prophase, et de  la compaction de  la chromatine mitotique  (Abe et al., 2011; Hagstrom et al., 
2002; Hudson et al., 2003). Les condensines sont des complexes pentamériques, constitués de 
domaines  SMC  (Structural Maintenance  of  the  Chromosome)  identiques  (SMC2  et  4);  et  de 
domaines non‐SMC différents  (CAP H, G et D pour  la condensine  I; CAPH, H2, G2, D3 pour  la 
condensine  II)  (voir Hirano, 2005a, 2005b et  Figure 10D).  La  condensine  II  a une  localisation 
nucléaire au moment de  la prophase,  tandis que  la condensine  I va se  lier aux chromosomes 
mitotiques  seulement après  rupture de  l’enveloppe nucléaire.  Les  condensines occupent une 
position axiale sur chaque chromosome (Nishino et al., 2012) (Figure 10B et C). Les modalités 







  La  topoisomérase  II alpha est  localisée de  façon alternée avec  les condensines  sur  les 
chromosomes mitotiques  (Figure  10B),  avec  une  localisation  très  dynamique  (Earnshaw  and 
Heck, 1985; Maeshima and Laemmli, 2003; Saitoh and Laemmli, 1994; Tavormina et al., 2002). 
Plusieurs modèles d’inactivation de  la topoisomérase  II alpha résultent en une altération de  la 
condensation (Holm et al., 1985; Johnson et al., 2009; Spence et al., 2007; Uemura et al., 1987). 







Nasmyth,  2011;  Shintomi  and  Hirano,  2010).  La  Cohésine  a  également  des  rôles  variés 
dépassant sa  fonction mitotique. Elle est notamment  impliquée dans  la réparation de  l’ADN à 
partir  de  la  phase  S,  et  il  a  récemment  été  montré  qu’elle  intervenait  également  dans  la 
régulation  transcriptionnelle  de  certains  gènes,  en  permettant  des  interactions  à  longue 
distance  entre  des  éléments  régulateurs  et  leurs  promoteurs  cibles    (Merkenschlager  and 
Odom, 2013). 
KIF4A, ou Chromokinésine, est une protéine motrice associée aux microtubules (Aizawa 
et  al.,  1992;  Lee  et  al.,  2001;  Oh  et  al.,  2000).  Pendant  la  mitose,  KIF4A  est  associé  aux 
chromosomes  le  long  de  l’axe  des  chromosomes,  d’une manière  similaire  aux  condensines 
(Mazumdar et al., 2004) (Figure 10B). Le recrutement mitotique de KIF4A est lié à un rôle non‐
catalytique mal  caractérisé de  la phosphatase PP2A  (Takemoto et  al., 2009).  La déplétion de 
KIF4A affecte la distribution des condensines sur les chromosomes mitotiques, et vice‐et‐versa. 
















C  :  Localisation  des  sous‐unités  de  Condensine  le  long  de  l’axe  des  chromosomes mitotique.  Tiré  de 
Nishino et al., EMBO 2012.  






au  cours  de  la  condensation  mitotique  de  la  chromatine,  permettant  le  recrutement  ou 
l’exclusion  de  nombreuses  protéines  de  la  chromatine  (voir Wang  and  Higgins,  2013).  Cela 
entraîne  un  changement  global  dans  la  structure  et  la  composition  de  la  chromatine, 
aboutissant  à  la  condensation  extrême.  De  façon  générale,  la  phosphorylation  des  résidus 
d’histone  augmente,  tandis  que  l’acétylation  et  l’ubiquitinylation  et  l’acetylation  diminue.  La 
méthylation des lysines est en revanche globalement stable (Figure 11E). 
La marque d’histone mitotique la plus étudiée est la phosphorylation de la H3S10 par la 
protéine  kinase  Aurora  B,  un  événement  corrélant  avec  la mitose  dans  tous  les  organismes 
(Hendzel  et  al.,  1997).  H3S10ph  est  notamment  indispensable  à  l’hypercondensation  de 




Au moment de  l’entrée en mitose, certaines modifications  se  comportent  comme des 
contremarques,  contrebalançant  l’effet  de  marques  présentes,  et  entraînant  le  départ  de 
protéines de la chromatine (Figure 11 A et B). Par exemple, la présence de H3S10ph affaiblit la 
liaison  de  la  protéine  HP‐1  à  la  marque  H3K9me2/me3,  ce  qui  entraîne  la  perte  de  son 
ineraction  avec  la  chromatine  mitotique.  L’inhibition  de  Aurora  B  résulte  en  la  rétention 
mitotique  de  HP‐1  (Hirota  et  al.,  2005).  Le  rôle  de  l’exclusion  de  HP‐1  de  la  chromatine 
mitotique n’est pas très bien compris, mais une hypothèse est que ce mécanisme faciliterait la 
condensation  de  la  chromatine  mitotique.  H3S10ph  provoque  également  la  dissociation 
d’autres  facteurs,  comme  SRp20  et  ASF/SF2  (Loomis  et  al.,  2009).  D’autres  marques  se 
comportent  comme  des  contremarques,  à  l’image  de  H3S28ph  vis‐à‐vis  de  H3K27me3, 
provoquant l’exclusion mitotique de PRC1 et PRC2 (Fonseca et al., 2012; Lau and Cheung, 2011), 
ou encore de H3T3ph vis‐à‐vis des modifications de H3K4, provoquant  la dissociation de TAF3 
(du  complexe TFIID) notamment  (Chignola et al., 2009; Couture et al., 2006;  Flanagan et al., 
2005; Garske et al., 2010). Il faut cependant noter que les contremarques sont nécessaires mais 




Certaines marques,  au  contraire,  permettent  la  définition  de  points  de  repère  sur  la 
chromatine mitotique,  permettant  le  recrutement  de  protéines.  En  plus  de  H3S10,  d’autres 
résidus subissent une phosphorylation spécifique de  la mitose. Au niveau du centromère, par 
exemple,  H2AT120ph  et  H3T3ph,  déposées  respectivement  par  les  kinases  Bub1  et  Haspin, 
permettent  de  l’accrochage  du  complexe  chromosomique  passenger  (CPC),  constituée  de  la 
protéine kinase Aurora B, et de facteurs régulant son activité, tels que la survivine, la boréaline 
et  INCENP (voir Wang and Higgins, 2013). L’organisation du centromère en territoires distincts 
de  marques  d’histones  est  également  nécessaire  à  l’accrochage  correct  des  microtubules 
kinétochoriaux (Figure 11C). On peut de plus citer la marque H4K20me1, établie par PRSet7, qui 
constitue  un  site  d’interaction  potentielle  avec  la  condensine  II,  par  le  biais  des  sous‐unités 




implique  le recrutement de  l’Histone DéACetylase  (HDAC) Hst2p, qui a notamment pour cible 
H4K16. La perte de l’acétylation de H4K16 entraîne ainsi la création d’un contact entre la queue 
N terminale de l’histone H4 et l’interface négativement chargée entre les histones H2A et H2B à 
la  surface  du  nucléosome  voisin  (Wilkins  et  al.,  2014).  Cette  interaction  est  critique  pour  la 






La  condensation  extrême  de  la  chromatine  rend  probablement  inaccessible  le  brin 
d’ADN pour les activateurs et la machinerie transcriptionnelle, qui sont, de plus, dispersés dans 
le cytoplasme après rupture de l’enveloppe nucléaire (voir Kadauke and Blobel, 2013). Au cours 
de  la  condensation,  la  rétention  de  l’histone  H2A.Z  sur  la  chromatine  mitotique,  sa 
relocalisation  au  niveau  du  site  de  démarrage  de  la  transcription  permet  la  compaction  du 
promoteur,  et  possiblement  le  déplacement  de  facteurs  impliqués  dans  la  régulation 
transcriptionnelle (Kelly et al., 2010).  
Ainsi, pendant la mitose, la quasi‐intégralité des régulateurs de l’expression génique sont 
dissociés (voir (Egli et al., 2008)):  la machinerie basale de transcription,  l’ARN polymérase II,  la 
plupart des facteurs de transcription généraux et spécifiques (par exemple CMYC, OCT1, MYOD, 
HNF4alpha...)  ainsi  que  les  co‐activateurs  transcriptionnels (EED,  FOG1…),  les  complexes  de 
remodelage de  la  chromatine  (CAF1 par exemple) , et  les epigenetic writers et  les epigenetic 
erasers (les HDACs, CBP, PCAF par exemple) (Figure 13 Tableau 1).  
Une  étude  récente  suggère  en  complément  l’existence  d’un  mécanisme  actif  de 
répression de la transcription pendant la mitose. Spencer et al. ont étudié l’expression de gènes 
du  virus  HSV‐1  dans  des  cellules  infectées.  L’ADN  viral  est  incorporé  au  génome,  demeure 
pauvre  en  nucléosome  et  ne  subit  pas  de  compaction  au  cours  de  la mitose.  Les  auteurs 
proposent donc que les gènes viraux soient accessibles à l’ARN polymerase 2 pendant la mitose, 

















A  :  H3S10ph,  établie  par  la  kinase  Aurora  B,  se  comporte  comme  une  contre‐marque  vis‐à‐vis  de 
H3K9me3, entraînant la dissociation d’une partie des protéines HP‐1. 





E :  La  transcription  est  inactivée pendant  la mitose. De  façon  globale,  il  y  a  une  augmentation de  la 










La  dissociation  des  régulateurs  transcriptionnels  et  chromatiniens,  associée  au 
changement global de la structure de la chromatine pendant la mitose entraîne une inactivation 
de l’expression génique pendant la mitose. Cela soulève la question du maintien du programme 
transcriptionnel  spécifique de  la  cellule à  travers  les divisions  cellulaires, autrement dit de  la 
mémoire  épigénétique  des  états  transcriptionnels.  Il  s’agit  d’un  enjeu  important,  car  le 






le promoteur de hsp70, gène  impliqué dans  la  réponse au  stress  thermique, et de c‐myc, un 
gène impliqué dans la prolifération cellulaire (Michelotti et al., 1997). Les auteurs ont démontré 
qu’au  niveau  du  promoteur  de  ces  gènes,  au moment  de  la mitose,  se  trouve  un  footprint, 
correspondant à   un état de condensation  local différent du reste de  la chromatine mitotique 
(Michelotti  et  al.,  1997).  L’existence  de  ce    microenvironnement  est  liée  à  l’activité 
transcriptionnelle du  locus, puisque  la même expérience dans des cellules n’exprimant pas  le 
gène cmyc n’a pas permis de retrouver un footprint pendant la mitose. En revanche, dans cette 
lignée  cellulaire,  Hsp70  est  actif  transcriptionnellement,  et  le  footprint  mitotique  est  bien 
présent au niveau de son promoteur (Michelotti et al., 1997). Il est à noter que les gènes Hsp70 
et c‐myc ont  la particularité d’avoir une cinétique de  ré‐expression  rapide après  la mitose. La 
marque  épigénétique  permettant  la  conservation  d’un micro‐environnement  décondensé  et 
accessible  à  différents  facteurs  au  sein  de  la  chromatine  mitotique,    a  été  qualifiée  de 
Bookmark,  suivant  l’idée  d’un marque‐page  au  sein  de  la  chromatine mitotique  fermée.  Le 
Bookmark permet une ré‐activation transcriptionnelle post‐mitotique rapide (Figure 12A). Une 
étude postérieure a montré que le Bookmarking du gène hsp70 était liée au maintien du facteur 




dans  des  cellules  en  interphase  (non‐quiescentes).  Ce  processus  artificiel  porte  le  nom  de 
Condensation Prématurée de Chromosomes (CPC) (Gotoh and Durante, 2006; Johnson and Rao, 
1970). La CPC peut‐être notamment être déclenchée par  l’inhibition des Phosphatases 1 et 2A 
(PP1  et  PP2A)  (voir  Vagnarelli,  2012).  Cela  suggère  donc  que  PP1  et  PP2A  permettent  le 










Nous  avons  précisé  dans  un  chapitre  précédent  que  l’étude  de  la  localisation mitotique  des 
facteurs de transcription montre que leur comportement le plus fréquent pendant la mitose est 
la dispersion dans  le cytoplasme suite à  la rupture de  l’enveloppe nucléaire et  l’exclusion de  la 
chromatine mitotique  (Figure 13 Tableau 1)  (voir Kadauke and Blobel, 2013). Plusieurs études 
ont montré que d’autres facteurs de transcription, à la manière de HSF2, possèdent la capacité 




caractérisés  comme  localisés  sur  la  chromatine  pendant  la  mitose.  D’autres  facteurs  de 
régulation  transcriptionnelle  sont  retenus  sur  la  chromatine mitotique  (Figure 13 Tableau 2), 
notamment des membres de  la machinerie basale de  transcription,  tels que  la  TATA Binding 
Protein (Chen et al., 2002; Christova and Oelgeschläger, 2002; Kieffer‐Kwon et al., 2004; Segil et 
al.,  1996;  Xing  et  al.,  2008),  BRF1  (qui  appartient  au  complexe  du  facteur  général  de 
transcription  TFIIIB)  ou  encore  TFIIC2  (Fairley  et  al.,  2003).  Certains  co‐régulateurs 

















Nous  avons  précisé  précedemment  que  les  facteurs  de  la  famille  PcG  entraînaient  une 
répression  de  l’activité  transcriptionnelle,  tandis  que  les  facteurs  de  la  famille  TrxG  régulent 
positivement  l’expression  des  gènes.  On  peut  émettre  l’hypothèse  que  l’interaction  des 
complexes PcG et TrxG avec la chromatine mitotique résulte dans des effets différents. Les PcG 
pourraient être nécessaires au maintien d’états transcriptionnels silencieux à travers la mitose, 




la  liaison  de  plus  de  cent  facteurs  de  transcriptions  par  séquençage massif  après  immuno‐
précipitation  de  chromatine  (ChIPseq)  (Yan  et  al.,  2013).  Ils  ont montré  que  les  facteurs  de 
transcription se  lient au génome de  façon regroupée au sein d’agrégats, ou clusters. Ainsi,  les 
trois‐quarts des pics de liaison identifiés sont regroupés dans moins de 1% du génome, et sont 
associés  à  l’expression des  gènes.  Les  clusters de  facteurs de  transcription  sont  associés  à  la 
présence de la Cohésine, que nous avons présenté précédemment. Les auteurs montrent que la 
cohésine  facilite  la  liaison des  facteurs de  transcription. En effet,  l’inactivation de  la cohésine 
par  ARN‐interférence  réduit  l’accessibilité  de  la  chromatine  autour  des  sites  de  fixation  des 
facteurs de transcription, et à une diminution de leur liaison au sein des clusters qui résulte en 











































gène  en  interphase;  TFIID  reste  accroché  au  début  de  la mitose  et  interagit  avec  PP2A,  qui  inactive 







Nous  avons  précisé  dans  un  chapitre  précédent  que  l’étude  de  la  localisation mitotique  des 
facteurs de transcription montre que leur comportement le plus fréquent pendant la mitose est 
la dispersion dans  le cytoplasme suite à  la rupture de  l’enveloppe nucléaire et  l’exclusion de  la 
chromatine mitotique  (Figure 13 Tableau 1)  (voir Kadauke and Blobel, 2013). Plusieurs études 
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caractérisés  comme  localisés  sur  la  chromatine  pendant  la  mitose.  D’autres  facteurs  de 
régulation  transcriptionnelle  sont  retenus  sur  la  chromatine mitotique  (Figure 13 Tableau 2), 
notamment des membres de  la machinerie basale de  transcription,  tels que  la  TATA Binding 
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Nous  avons  précisé  précedemment  que  les  facteurs  de  la  famille  PcG  entraînaient  une 
répression  de  l’activité  transcriptionnelle,  tandis  que  les  facteurs  de  la  famille  TrxG  régulent 









la  liaison  de  plus  de  cent  facteurs  de  transcriptions  par  séquençage massif  après  immuno‐
précipitation  de  chromatine  (ChIPseq)  (Yan  et  al.,  2013).  Ils  ont montré  que  les  facteurs  de 
transcription se  lient au génome de  façon regroupée au sein d’agrégats, ou clusters. Ainsi,  les 
trois‐quarts des pics de liaison identifiés sont regroupés dans moins de 1% du génome, et sont 
associés  à  l’expression des  gènes.  Les  clusters de  facteurs de  transcription  sont  associés  à  la 
présence de la Cohésine, que nous avons présenté précédemment. Les auteurs montrent que la 
cohésine  facilite  la  liaison des  facteurs de  transcription. En effet,  l’inactivation de  la cohésine 
par  ARN‐interférence  réduit  l’accessibilité  de  la  chromatine  autour  des  sites  de  fixation  des 
facteurs de transcription, et à une diminution de leur liaison au sein des clusters qui résulte en 


























A  :  Localisation  par  vidéomicroscopie  sur  cellules  vivantes  du  facteur  FoxA1  en  fusion  avec  la  GFP 
pendant la mitose.  Le facteur de transcription est localisé sur la chromatine mitotique en présence et en 
absence  de  Nocodazole,  suggérant  son  implication  dans  un  mécanisme  de  Bookmarking.  Tiré  de 
Caravaca et al. Genes Dev. 2013. 




ne  bénéficient  pas  du mécanisme  de  Bookmarking.  Leur  ré‐activation  post‐mitotique  est  lente.  Au 
contraire, les sites liés en interphase et en mitose sont bookmarkés par GATA1 pendant la mitose et sont 












Des études récentes en ChIPseq sur  les  facteurs de transcription FOXA1 et GATA1 pendant  la 
mitose et  l’interphase, ont permis d’appréhender  la nature des  sites  liés par des  facteurs de 
transcription pendant la mitose. Pour GATA1 comme pour FOXA1, trois types de sites liés par le 
facteur de transcription ont été  identifiés  : des sites  liés en  interphase et en mitose, des sites 
liés  en  interphase  seulement,  et  des  sites  liés  en mitose  seulement.  L’analyse  du  ChIPseq 
mitotique montre que  le Bookmarking concerne principalement des gènes  impliqués dans  les 




par GATA1  pendant  la mitose  des  gènes  impliqués  dans  la  différentiation  hématopoïetique, 
dont certains facteurs de transcription (Gata1 lui même, Gata2, Klf1, Runx1...) (Caravaca et al., 
2013; Kadauke et al., 2012). De  façon  intéressante, Caravaca et al. ont montré par FRAP que 
FOXA1  avait  une  mobilité  accrue  sur  la  chromatine  mitotique,  en  comparaison  avec  la 
chromatine  interphasique.  De  plus,  le  bruit  de  fond  associé  à  la  liaison  de  FOXA1  à  la 
chromatine augmente dans  la condition de ChIP mitotique. Pour comprendre  le  lien entre ces 
phénomènes,  les  auteurs ont étudié  la  liaison d’un mutant de  FOXA1,  capable de  lier  l’ADN 
non‐spécifique  normalement, mais  ayant  perdu  la  capacité  de  reconnaissance  spécifique  du 
motif  consensus.  Leurs  résultats  montrent  que  le  mutant  est  normalement  retenu  sur  la 
chromatine mitotique. Le modèle proposé est que FOXA1 serait capable de  lier  la chromatine 
mitotique selon deux modalités : une  liaison séquence‐spécifique sur certains gènes cibles, et 
une  liaison  non  site‐spécifique  globale  avec  la  chromatine.  Les  deux  types  de  liaison  sont 
nécessaires à  la cinétique correcte de réexpression post‐mitotique des gènes cibles de FOXA1. 







Il  ne  semble  pas  y  avoir  de motifs  d’ADN  particuliers  associés  à  la  rétention mitotique  des 
facteurs  de  transcription,  bien  qu’il  ait  été  montré  que  RUNX2  soit  présent  à  haute 
concentration sur des séquences répétées des gènes d’ARNr (Young et al., 2007b). En revanche, 
comme  le  suggère  la décondensation  locale de  la chromatine dans  le modèle du gène hsp70 









Les  marques  associées  à  la  présence  de  GATA1  sur  la  chromatine  mitotique  ont  été 
caractérisées plus en détail. Il s’avère qu’au niveau des sites de liés par GATA1 en interphase et 
pendant la mitose se trouvent des marques de chromatine active, par exemple H3K4me1/3, ou 
encore  la  di‐acétylation  de  l’histone H3.  La méthylation  des  histones,  en  particulier  celle  de 









gène  unique, menées  chez  des  cellules  de  l’amibe  Dictyostelium  discoïdeum.  Cette  étude  a 
montré que  la délétion de  l’histone metyhl‐transférase  Set1,  spécifique de H3K4, entraîne  la 
perte de la transmission d’états transcriptionnels à travers la mitose. Le même effet est observé 





dont  TFIID  (même  si  la majorité  de  la  protéine  est  dissociée  à  cause  de  la  contremarque 
H3T3ph) (Chen et al., 2002; Christova and Oelgeschläger, 2002; Segil et al., 1996). La sélectivité 
de  la rétention de TFIID sur certains sites seulement pourrait s’expliquer par une densité plus 
importante  de  H3K4me3  au  niveau  de  promoteurs  actifs.  En  effet,  la  phosphorylation  de 
H3T3ph est inhibée par une forte concentration de méthylation de H3K4 (Eswaran et al., 2009). 
L’acétylation  de  H4K5  est  préservée  au  niveau  de  certains  promoteurs  durant  la  mitose, 
permettant la reconnaissance par le bromodomaine de la protéine BRD4 (Dey et al., 2009; Zhao 
et al., 2011). D’autres marques de  chromatine actives  sont maintenues durant  la mitose, par 
exemple l’acétylation de H3K4 et H3K14 (Wang and Higgins, 2013). Les expériences mettant en 
place  une  perte  de  fonction  des  facteurs  de  bookmarking  pendant  la  mitose  entraîne 
principalement  une  perturbation  de  la  cinétique  de  ré‐expression  des  gènes  cible  après  la 







































Hnf1alpha  et  Hnf1beta  constituent  la  famille  digénique  de  facteurs  de  transcription 
Hepatocyte Nuclear Factor 1. Hnf1alpha  a été identifié à la fin des années 1980 (Courtois et al., 
1987), et est également connu sous les noms de Apf (Cereghini et al., 1988) et Lfb1 (Hardon et 
al.,  1988).  Il  a  été  identifié  comme un  facteur de  88kDa  indispensable pour  l’expression des 
gènes de  lignage hépatique. Au  sein de  lignées hépatiques déficientes pour HNF1alpha a été 
mis en évidence une espèce moléculaire de 68kDa, qui  fut  considérée  comme un  variant de 
HNF1alpha, vHNF1 (Baumhueter et al., 1988; Cereghini et al., 1988). vHnf1 fut ensuite reconnu 
comme  un  gène  à  part  entière,  Hnf1beta,  de  la  même  famille  que  Hnf1alpha.  Les  gènes 
Hnf1alpha  et  Hnf1beta  sont  présents  respectivement  sur  les  chromosomes  12  et  17  chez 
l’homme, et leur expression spatio‐temporelle est distincte (Lu et al., 2007). Ils sont co‐exprimés 






domaine  de  dimérisation,  un  domaine  de  liaison  à  l’ADN,  et  un  domaine  d’activation 
transcriptionnelle  (Figure  15A).  La  dimérisation  des  facteurs  de  transcription  HNF1  est 










POUs  sont  séparés  par  un  fragment  peptidique  appelé  linker,  non  structuré,  de  longueur 
variable  selon  les  facteurs  de  la  famille  POU  (voir  Sturm  and Herr,  1988).  Les  propriétés  du 
peptide  linker ont été  la base de  la répartition des  facteurs POU en 7 sous‐familles  (He et al., 
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1989; Ryan  and Rosenfeld,  1997; Wegner  et  al.,  1993). Au  sein du  peptide  linker, on  trouve 
notamment  le  signal  de  localisation  nucléaire    (KKMRRNRFK)  permettant  l’importation  de 




dans  domaine  de  dimérisation,  66%  au  sein  du  domaine  POUs  et  92%  d’homologie  dans  le 
domaine  POUh  (Figure  15A).  On  peut  d’ailleurs  relativiser  la  baisse  d’homologie,  dans  le 
domaine de dimérisation et dans  le domaine POUs, par  les  faibles variations de nature acido‐
basique des acides aminés concernés (Mendel et al., 1991b). La structure cristallographique des 
deux protéines est  remarquablement  similaire  (Figure 15B),  (a  l’exception d’une petite hélice 
alpha  supplémentaire dans  le domaine POUs de HNF1beta)  ((Lu et al., 2007). Le domaine de 
liaison  à  l’ADN  (POUs+POUh)  est  également  très  conservé  au  cours  de  l’évolution,  chez  les 
vertébrés  supérieurs.  Les  acides‐aminés  du  domaine  d’activation  transcriptionnelle  partagent 
moins  d’homologie  (47%),  et  la  cristallisation  de  cette  partie  de  la  protéine  n’a  jamais  été 






bien  que  les  deux  protéines  aient  des  gènes  cibles  distincts  (Senkel  et  al.,  2005).  Lors  de  la 
liaison au motif consensus, les domaines POUh et POUs de chaque monomère se lient du même 
côté de  la double hélice  (Chi et al., 2002;  Lu et al., 2007).  La  liaison des  facteurs HNF1  sous 
forme  de  dimères  détermine  la  nature  palindromique  de  leur motif  de  reconnaissance.  La 




que  tardivement,  une  fois  la  cristallographie  de HNF1alpha  réalisée  (Figure  16A)  (Chi  et  al., 
2002). En effet, il s’agit de facteurs de transcription POU atypiques. Ils possèdent notamment au 
moins une hélice alpha supplémentaire dans la partie N‐terminale du domaine POUs, et dans le 
domaine POUh,  la  seconde hélice alpha ainsi que  sa boucle adjacente  sont plus  longues. Ces 
caractéristiques permettent une une  interface d’interaction étendue entre POUs et POUh, et 
donc une flexibilité réduite  lors de la reconnaissance de l’ADN par rapport à d’autres membres 
de  la famille POU (Chi et al., 2002). L‘interface étendue est  importante dans  la reconnaissance 
optimale  du motif  consensus  (Chi  et  al.,  2002).  La  troisième  hélice  de  l’homéodomaine  est 
indispensable  à  l’interaction  avec  l’ADN.  Elle  s’insère  dans  le  grand  sillon  de  l’ADN, 
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haute  affinité  (Kd=1,6.10^‐11M)  au motif  consensus  (Tomei et  al., 1992).  La dimérisation est 
















A  :  Structure  cristallographique  des  domaines  de  liaison  à  l’ADN  de  HNF1A  (à  gauche)  et 
HNF1beta (à droite), sous forme dimérique. Les monomères s’assemblent de façon symétrique 
sur un motif d’ADN palindromique, et  les domaines POUs et POUh établissent des  interactions 










ovales  roses et verts  représentent  respectivement des acides aminés des domaines POUs du 
monomère 1 et 2. Les carrés roses et verts représentent respectivement les acides aminés des 












avec  leur  activité  de  facteur  de  transcription,  ils  ont  comme  partenaires  des  coactivateurs 
transcriptionnels tels que CBP/p300 et PCAF (Histone Acetyl‐Transferase). Une action synergique 
de ces co‐activateurs est d’ailleurs requise pour l’induction de la transcription par HNF1alpha et 
HNF1beta  (Dohda et al., 2004;  Soutoglou, 2001;  Soutoglou et al., 2000). HNF1alpha  interagit 
également avec deux autres co‐activateurs, SRC1 et RAC3 (Soutoglou et al., 2000), ainsi qu’avec 
la protéine HMGB1, qui rend la chromatine plus accessible, d’une façon encore mal comprise. 
DcoH,  le  cofacteur  de  dimérisation  que  nous  avons  évoqué  précédemment,  a  été 
identifié comme partenaire de HNF1alpha et HNF1beta en 1991.  Il permet une augmentation 
de  l’induction de  la  transcription par  les des deux  facteurs de  transcription en  stabilisant  les 
dimères (Mendel et al., 1991a; Nicosia et al., 1992). Un dimère DcoH  interagit avec un dimère 
HNF1  (Figure  16B  et  Endrizzi  et  al.,  1995;  Rose  et  al.,  2000).  De  façon  remarquable,  DCoH 
présent  également  une  activité  enzymatique,  connue  sous  le  nom  de  Pterin‐4alpha‐
Carbinolamine Dehydratase, ou PCD. La PCD possède un rôle important dans le catabolisme de 




et al., 1993; Cronk et al., 1996). Dans  le noyau,  la protéine est dimérique et  interagit avec  les 
facteurs HNF1 (Mendel et al., 1991a; Nicosia et al., 1992).  
HNF1beta  et  HNF1alpha  interagissent  également  avec  HDAC1  (Barbacci  et  al.,  2004; 
Soutoglou, 2001). Un  crible double hybride a montré  l’interaction de HNF1beta avec E4F1 et 
ZFP36L1.  E4F1  est  un  facteur  de  transcription  capable  d’induire  des  modifications  de  la 
chromatine,  en  association  avec  p53,  et  ZFP36L1  est  impliqué  dans  la  régulation  de  la 
dégradation de certains ARNm (Dudziak et al., 2008).  
Plus  récemment,  une  autre  étude  par  crible  double  hybride  a  permis  d’identifier  la 
zyxine comme étant un partenaire de HNF1beta, confirmée par co‐immunoprécipitation  (Choi 
et  al.,  2013).  La  zyxine  a  été  initialement  décrite  comme  une  protéine  impliquée  dans  les 
jonctions adhérentes. Il a été montré que la zyxine peut subir une translocation nucléaire, et se 














est exprimé dès  les premiers  stades du développement de  l’organe  (Coffinier et al., 1999), et 
contrôle  l’expression d’un certain nombre de gènes dans  le rein, et notamment  les gènes dits 
kystiques (Figure 18A et Gresh et al., 2004). Des mutations affectant de ces gènes sont la cause 
la  plus  commune  d’insuffisance  rénale  chez  enfants  et  adultes  (Igarashi  and  Somlo,  2002). 
Malgré  une  grande  hétérogénéité,  ces  pathologies  sont  caractérisées par  des  dilatations  des 
tubules rénaux et une kystogénèse. Chez la souris, l’inactivation bi‐allélique des gènes kystiques 
résulte  en  général  en  un  phénotype  de  Polykystose  rénale  (Polycystic  Renal  Disease  PKD) 
(Fischer et al., 2004; Guay‐Woodford, 2003). On peut citer parmi  les gènes kystiques  : Pkhd1, 
Pkd2, Umod (Gresh et al., 2004). Par extension, des mutations de HNF1beta sont fréquemment 





L’invalidation de HNF1beta  résulte en une  létalité embryonnaire  très précoce,  intervenant au 
cours de  l’implantation de  l’embryon  (à E7,5)  (Barbacci et al., 2004; Coffinier et al., 1999), et 
donc en un phénotype trop drastique pour permettre  l’analyse de  la fonction de HFN1beta au 
sein de  tubules  rénaux déjà  formés. Afin d’étudier  le  rôle de HFN1beta dans  l’apparition des 
kystes  rénaux  dérivés  des  tubules,  Verdeguer  et  al  ont  donc  mis  en  place  un  protocole 
d’inactivation  post‐natale  inductible  de  HNF1beta,  spécifiquement  au  sein  du  rein  murin 
(Verdeguer et al., 2010). Le protocole utilisé   est basé  sur  l’utilisation d’une Cre  recombinase 
inductible (MxCre), et d’un allèle floxé de Hnf1beta. 
  L’inactivation  de  HNF1beta  au  stade  P0  entraîne  l’apparition  d’un  phénotype 
polykystique, aboutissant à une augmentation très importante de la taille du rein. Il se produit 
une perte d’expression de  la plupart des gènes cibles de HNF1beta, dont  les gènes kystiques 
(Umod, Pkhd1 et Pkd2), ainsi que d’autres gènes  impliqués dans  la kystogénèse  (Kif12, Crb3, 
Tcfap2b, Tmem27, Bicc1). Cela aboutit à une kystogénèse, liée à une perte de l’orientation de la 








A  :  HNF1beta  contrôle  l’expression  des  gènes  kystiques  et  de  gènes  impliqués  dans  la  kystogénèse 
pendant le développement du rein.  
B: L’inactivation inductible de HNF1beta a des effets phénotypiques différents selon le stade auquel elle 
se  produit.  (a)  Coupe  de  rein  30  jours  après  inactivation HNF1beta  dans  le  tissu  rénal  au  stade  P1. 
L’inactivation  induit  la  présence  d’un  phénotype  polykystique  (quelques  exemples  de  dilatations 
kystiques sont marqués par une croix noire) (b) Coupe de rein 30 jours après inactivation HNF1beta dans 
le  tissu  rénal  au  stade  P10.  Le  rein  ne  présente  pas  de  dilatations  kystiques,  et  une  apparence 
physiologique (contrôle) Barre d’échelle : 1mm. Tiré de Verdeguer et al, Nature Medicine 2009. 
C:  L’inactivation de HNF1beta à P0 ou à P10 produit un effet différent  sur  la  régulation de  ses gènes 
cibles. A P0,  l’inactivation de HNF1beta  résulte en une exctinction  transcriptionnelle des gènes  cibles 



















Verdeguer  et  al  ont montré  que  l’apparition  du  phénotype  polykystique  est  dépendante  du 
stade  d’inactivation  de  HNF1beta.  En  effet,  dix  jours  après  la  naissance  (stade  P10), 
l’inactivation de HNF1beta n’entraîne pas de kystogénèse (Figure 18B).  Il existe une différence 
dans  le contexte prolifératif entre  le stade P0 et  le stade P10. En effet,  la prolifération  rénale 
diminue après  la naissance, particulièrement à partir du  stade P10, pour atteindre un niveau 
très  faible pendant  la vie adulte, où  le  rein est dans un état de quiescence  (Verdeguer et al., 
2010). Il est possible de déclencher artificiellement une prolifération proche de celle survenant 




Cela  démontre  le  rôle  de  la  prolifération  cellulaire  dans  l’apparition  du  phénotype 
polykystique  lié  à  l’inactivation  de  HNF1beta.  L’étude  de  l’expression  des  gènes  cibles  de 
HNF1beta,  par  RT‐qPCR  et  par  immunohistochimie  a  permis  de  confirmer  l’importance  du 
contexte  prolifératif  sur  les  conséquences  de  l’inactivation  de  Hnf1beta.  Au  sein  de  tubules 
rénaux prolifératifs chez le souriceau nouveau‐né, l’inactivation de Hnf1beta provoque la perte 
de  l’expression des  gènes  cibles, aboutissant à  la  formation de  kystes. En  revanche, dans  les 
tubules  adultes  quiescents,  seule  une  partie  des  gènes  cibles  subit  une  inactivation 
transcriptionnelle  suite  à  l’inactivation  de  Hnf1beta,  tandis  que  le  reste  des  gènes  cibles 
conservent au contraire un  taux d’expression normale  (Figure 18C). On peut donc répartir  les 
gènes  cibles  de  HNF1beta  en  deux  classes.  La  classe  de  gènes  cibles  de  catégorie  1,  dont 
l’uromoduline Umod est l’unique représentant (identifié à ce jour), subit une perte d’expression 
importante  lorsque  HNF1beta  est  inactivé  dans  un  contexte  quiescent.  Les  gènes  cibles  de 
catégorie  2  identifiés  (Pkhd1,  Pkd2,  Kif12,  Crb3,  Tcfap2b,  Tmem27  et  Bicc1)  conservent  en 
revanche  un  taux  d’expression  normal  après  inactivation  de  Hnf1beta  en  quiescence.  Cela 
suggère l’existence d’une fonction redondante de Hnf1beta dans l’induction ou dans le maintien 
de  la  transcription    de  ces  gènes  (Verdeguer  et  al.,  2010). Dès  qu’un  événement  prolifératif 
intervient, en l’absence de HNF1beta, l’ensemble des gènes cibles sont inactivés, conduisant au 
développement  d’un  phénotype  polykystique.  Cela  suggère  l’existence  d’un  défaut  dans  la 












L’étude  est  réalisée  par  immuno‐précipitation  de  chromatine  avec  des  anticorps  spécifiques  des 
modifications post‐traductionnelles d’histones, ou de l’histone H3. 
















du  gène  cible  pkhd1  a  été menée  par  ChIP,  dans  une  condition  où  HNF1beta  est  activé  ou 
inactivé  par  l’expression  d’un  dominant  négatif  (HNF1beta  délété  du  domaine  de 
transactivation, et en fusion avec la GFP) (Verdeguer et al., 2010). En présence de HNF1beta, le 
taux  de H3K9ac  est  relativement  élevé  au  niveau  du  locus  pkhd1,  reflétant  une  chromatine 
active  transcriptionnellement.  Au  contraire,  le  taux  des  marques  de  chromatine  réprimée, 
H3K9me3  et  H3K27me3  sont  réduites  au même  locus.  L’inactivation  de  HNF1beta,  dans  un 
contexte  prolifératif,  provoque  une  baisse  drastique  de  la  marque  active  H3K9ac,  et  une 
augmentation des taux de marques inactives H3K9me3 et H3K27me3. Ainsi, la perte de l’activité 
de  HNF1beta  dans  un  contexte  prolifératif  provoque  un  changement  de  la  nature  de 
chromatinienne au niveau du gène cible pkhd1, passant d’un statut actif  (H3K9ac) à un statut 
réprimé  (H3K9me3 et de H3K27me3)  (Figure 19). Ce changement de statut de  la chromatine, 
d’actif à réprimé, a été également démontré par ChIP chez les souris subissant l’inactivation de 
Hnf1beta dans un contexte prolifératif (P0), au locus pkhd1. Cela montre que HNF1beta semble 
donc  nécessaire  au maintien  à  travers  la mitose  d’une  structure  chromatinienne  permettant 
l’activité transcriptionnelle au niveau de ses gènes cibles  (Verdeguer et al., 2010). 
   Verdeguer et  al ont  ensuite  étudié  la  localisation mitotique de HNF1beta pendant  la 
mitose.  L’expression  d’une  fusion  de  la  partie  N‐terminale  de  la  protéine  (Domaine  de 
dimérisation‐POUs‐POUh) avec  la GFP a  révélé que HNF1beta était associé aux chromosomes 
mitotiques  durant  de  la  prophase  à  la  télophase  (Figure  20A).  Comme  nous  l’avons  précisé 
auparavant,  la  rétention mitotique  n’est  pas  partagée  par  tous  les  facteurs  de  transcription. 
Ainsi,  HNF4alpha  en  fusion  avec  la  GFP  est  dispersé  dans  le  cytoplasme  après  rupture  de 
l’enveloppe nucléaire  (Figure 20B)  (Verdeguer et al., 2010). HNF1beta est donc un  facteur de 
transcription capable de  jouer une double fonction: (i)  la fonction d’activateur transcriptionnel 
(ii)  l’activité  de  Bookmarking  permettant  la  ré‐activation  de  l’expression  de  ses  gènes  cibles 
après    la mitose, en maintenant  la structure de  la chromatine. Dans un contexte quiescent,  la 
fonction  d’activateur  transcriptionnel  uniquement  intervient,  et  l’inactivation  de  HFN1beta 
entraîne  ainsi la perte de l’expression de certains gènes cibles uniquement (Umod). Le maintien 
de  l’expression  des  gènes  cibles  de  classe  2  pourrait  s’expliquer  par  une  activité  d’induction 
transcriptionnelle redondante (des expériences ont montré que  le taux de nouveaux transcrits 
était maintenu même en  l’absence de HNF1beta, ce qui exclut  l’hypothèse d’une plus grande 
stabilité  des  ARNm).  Quand  une  division  cellulaire  intervient,  en  l’absence  de  HNF1beta,  la 
fonction de Bookmarking ne peut plus être mise en place,  entraînant une perte de l’expression 
des gènes cibles après  la mitose  (Figure 20C). En  l’absence de HNF1beta,  la chromatine post‐
mitotique présente une  structure  inactive au niveau des gènes  cibles, notamment des gènes 







A  Time‐lapse  en  vidéomicroscopie  sur  des  cellules  mIMCD3 
exprimant  le domaine de dimérisation  et  le domaine  POU  de 




de  façon  transitoire avec HNF4alpha en  fusion avec  la GFP. Au 
contraire  de HNF1beta,  le  facteur  de  transcription HNF4alpha 
est  dispersé  dans  le  cytosol  après  rûpture  de  l’enveloppe 
nucléaire. 
C:  Résumé  de  la  fonction  de  Bookmarking  de  HNF1beta.  (a): 
HNF1beta est nécessaire à  la  ré‐activation de  ses gènes cibles, 
après  l’inactivation  mitotique  de  l’expression  génique;  (b): 
l’inactivation  de  HNF1beta  en  quiescence  résulte  en 
l’inactivation de  certains  gènes  (classe 1);  (c):  l’inactivation de 
HNF1beta  en  quiescence  n’a  pas  d’effet  sur  le  taux 
transcriptionnel  d’autres  gènes  cibles  (classe  2).  En  revanche, 
dès qu’un évenement prolifératif  intervient,  les gènes cibles ne 






Des  mutations  des  gènes  HNF1alpha  et  HNF1beta  sont  impliquées  dans  un  ensemble  de 
pathologies humaines, parmi  lesquelles des diabètes chez  l’enfant et  le  jeune adulte (Maturity 
Onset Diabetes of the Young, MODY) (Figure 21), des maladies rénales et hépatiques, et certains 
cancers. Il serait intéressant de revisiter les conséquences de la perte de fonction de HNF1beta 
dans  certaines  pathologies  en  envisageant  un  rôle  de  sa  fonction  de  Bookmarking  dans 
l’apparition de la maladie, comme dans le cas de la Polykystose rénale exposé auparavant. Chez 
la souris, la perte biallélique de Hnf1b entraîne une léthalité embryonnaire. Ce n’est pas le cas 
pour  Hnf1a.  Vu  le  fort  taux  d’homologie  entre  HNF1beta  et  HNF1alpha,  et  leur  structure 
quasiment similaire, on peut émettre l’hypothèse raisonnable que HNF1alpha également puisse 
être  impliqué dans  le   Bookmarking de certains gènes cibles au sein des tissus dans  lesquels  il 
est exprimé 
Figure 21: Localisation de mutations MODY faux‐sens sur le cristal de HNF1alpha et de HNF1beta. 








Le  terme MODY  ou Maturity  Diabetes  Onset  of  the  Young  se  réfère  à  plusieurs  formes  de 
diabètes héréditaires causés par une mutation dans un gène autosomique dominant  (maladie 
monogénique), survenant avant  l’âge de 25 ans (Figure 22). Ils représentent entre 2 et 5% des 
diabètes  de  type  2.  Les  patients  souffrant  de  diabètes  MODY  présentent  en  général  des 
























d’électron  et  phosphorylation  oxydative, métabolisme  et  transport  des  acides  aminés  et  des 




familles de patients MODY3 ont été  retrouvées à  la  fois dans  les parties  régulatrices du gène 
(promoteur,  5’UTR),  mais  également  sur  les  10  exons  de  HNF1alpha.  Certaines  mutations 
touchent des sites d’épissage. Dans les exons on retrouve des mutations faux‐sens, non‐sens, et 
des mutations entraînant un changement de cadre de lecture (Chi et al., 2002). Une partie des 
mutations  faux‐sens  sont présentes  sur  les domaines POUS et POUh, et  touchent parfois des 
résidus  impliqués dans  l’interaction avec  les bases ou  le  squelette phosphocarboné de  l’ADN. 
Ces  mutations  entraînent  ainsi  en  général  une  perte  d’interaction  avec  l’ADN.  D’autres 













sont également  impliquées dans  la  survenue de  ce diabète  (Bellanné‐Chantelot et al., 2005). 
Ainsi, à cause de ces délétions, on ne détecte ainsi pas de mutations ponctuelles sur HNF1beta 
chez 60% des patients  avec un phénotype suggérant un diabète MODY5, (Bellanné‐Chantelot et 
al., 2005). Comme pour HNF1alpha, des mutations  faux‐sens  sont  retrouvées  le domaine de 
liaison  à  l’ADN,  sur  les  domaines  POUs  et  POUh.  Une  grande  partie  de  ces mutations  sont 
situées sur l’interface d’interaction avec l’ADN, permettant la reconnaissance base‐spécifique ou 
celle  du  squelette  phosphocarboné  (Lu  et  al.,  2007).  Ces  mutations,  de  même  que  celles 
perturbant l’interaction entre POUs et POUh, entraînent en général une baisse de l’affinité pour 
l’ADN.  D’autres  mutations  entraînent  une  perte  de  stabilité  de  la  protéine,  sans  doute  en 
affectant  le  repliement global de  la protéine. Des mutations au  sein du  signal de  localisation 
nucléaire affectent  l’import nucléaire de HNF1beta (Lu et al., 2007). Une étude fonctionnelle a 
montré  que  malgré  une  liaison  normale  à  l’ADN,  certains  mutants  avaient  un  potentiel 
d’activation  transcriptionnelle  très réduit,  lié à  la perte de  l’interaction avec  les co‐activateurs 
transcriptionnels  CBP  et  p300  (qui  ont  tous  deux  une  activité  d’Histone  Acétyl‐Transférase) 
(Barbacci et al., 1999). D’autres mutations, en particulier à l’interface extérieure de la protéine, 







Des modèles  d’inactivation  de  Hnf1a  et  Hnf1b  chez  la  souris  ont  permis  de  récapituler  les 















20%  des  foies  sont  stéatotiques  (Pontoglio  et  al.,  1996).  Plusieurs  dysfonctionnements 
hépatiques interviennent chez ces souris, entraînant notamment la mise en place d’une hyper‐
phénylalaninémie, avec des niveaux comparables à ceux retrouvés chez des patients souffrant 
de  phénylcétonurie  (Pontoglio  et  al.,  1996).  Une  étape  clé  dans  le  métabolisme  de  la 
phénylalanine  est  sa  conversion  en  tyrosine  par  hydroxylation  (ajout  d’une  fonction  –OH), 
réalisée principalement dans le foie par la Phényl‐Alanine‐Hydroxylase (PAH). Pontoglio et al ont 




accessible aux  facteurs de régulation de  la  transcription. La perte des sites hypersensibles est 
associée à  la méthylation du promoteur du gène PAH  (Pontoglio et al., 1997). L’expression du 
gène  de  la  PAH  peut  être  rétablie  par  la  ré‐expression  de Hnf1a  pendant  le  développement 
embryonnaire, mais pas après  la naissance. HNF1alpha ne peut ainsi remodeler  la chromatine 








Les  souris  Hnf1a  ‐/‐  présentent  les  symptômes  correspondant  à  une  pathologie  humaine 
appelée  syndrome  rénal de Fanconi  (Pontoglio et al., 1996). Ce  syndrome est  caractérisé par 










Les  mutations  MODY5  provoquent  également  des  néphropathies,  des  défauts  du  tractus 
urogénital  (Horikawa  et  al.,  1997;  Lindner  et  al.,  1999;  Nishigori  et  al.,  1998)  et  également 
l’apparition  de  kystes  issus  des  tubules  rénaux  et  des  glomérules  (Bingham  et  al.,  2001). 




Des  mutations  de  HNF1beta  sont  la  cause  la  plus  fréquente  de  survenue  d’anomalies 
congénitales  du  rein  et  du  tractus  urogénital  (CAKUT)  (Decramer  et  al.,  2007; Ulinski  et  al., 
2006). Ces anomalies ont une prévalence de 1/500 naissances et constituent quasiment un tiers 
des anomalies identifiées avant la naissance (Schedl, 2007). Les CAKUT sont de nature variable, 





dérégulation  congénitale de  son  transport  aboutissant  à une hyperurémie est observée  chez 




potentiels  dans  la  survenue  d’une  hyperurémie:  il  contrôle  l’expression  de  transporteurs 
transmembranaires impliqués dans la voie d’excrétion du phosphate (NPT1 et NPT4) (Cheret et 
















hépato‐cellulaires  (HCA)  sont des  tumeurs hépatiques bénignes, uniques  (le plus  souvent) ou 
multiples.  Elles  sont  souvent  associées    à  l’usage  de  la  pilule  contraceptive,  et  sont  donc 
retrouvées  surtout  chez  les  femmes.  Elles  présentent  un  risque  de  dégénérescence  et 
d’évolution  en  carcinomes  hépato‐cellulaires  (HCC),  qui  est  estimé  entre  5  et  7%.  Cette 
évaluation  est  cependant  biaisée,  car  elle  ne  concerne  que  les  patients  opérés,  qui  ont  des 
adénomes d’un diamètre supérieur à 5cm. Une étude sur dix HCA a montré qu’une inactivation 
de HNF1alpha  liée à une délétion était  retrouvée dans  la moitié d’entre elles  (Bluteau et al., 
2002).  Cela  souligne  le  rôle  de  HNF1alpha  comme  gène  suppresseur  de  tumeur,  régulant 
l’expression  de  nombreux  gènes  tissus‐spécifiques  et  donc  indispensable  aux  processus  de 
différenciation des cellules hépatiques. En cohérence avec les critères génétiques définissant un 
gène  suppresseur  de  tumeur,  l’inactivation  des  deux  allèles  de HNF1alpha  est  nécessaire  au 
développement  tumoral  (Rebouissou  et  al.,  2005).  Un  sous  groupe  d’HCA  (H‐HCA)  est 
caractérisé par une  inactivation bi‐allélique de HNF1alpha. Ils représentent 35 à 45% des HCA. 
Dans  90%  des H‐HCA,  les mutations  sur  les  deux  allèles  sont  d’origine  somatique. Dans  les 
autres cas, correspondant à des patients MODY3, la mutation sur un allèle est issue de la lignée 
germinale, et sur l’autre allèle la mutation est d’origine somatique (Bacq et al., 2003; Bluteau et 
al., 2002; Reznik et  al., 2004).  Les H‐HCA  sont marqués par une  stéatose  importante  (on  les 
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appelle  également  adénomes  stéatotiques),  et  par  l’absence  d’anomalies  cytologiques  et 
d’infiltrats  inflammatoires  (Bioulac‐Sage et al., 2007; Bluteau et al., 2002; Zucman‐Rossi et al., 
2006). La stéatose pourrait être liée à l’inactivation d’un gène cible hépatique de HNF1alpha, L‐
FABP,  qui  joue  un  rôle  dans  le métabolisme  des  acides  gras  (Pelletier  et  al.,  2011).  Il  a  été 
montré que  l’inhibition de HNF1A favorisait  la transition épithélio‐mésenchymateuse dans ces 
cancers (Pelletier et al., 2011).  
Deux  études  d’association  à  l’échelle  du  génome  (Genome‐Wide  Association  Study 
GWAS)   suggèrent une association de HNF1A avec des cancers pancréatiques. Les auteurs ont 
réalisé  une  étude  des  voies  de  signalisation  à  partir  de  données  de  GWAS  concernant  des 
tumeurs  pancréatiques,  qui  leur  a  permis  de  mettre  en  évidence  l’importance  de  gènes 
impliqués  dans  le  développement  pancréatique,  dont HFN1alpha  (Li  et  al.,  2012; Wei  et  al., 
2012). Des mutations mono‐allélique de HNF1alpha sont observées dans 23% des cancers du 





HNF1beta  est  également  impliqué  dans  des  cancers  touchant  les  tissus  dans  lesquels  il  est 
exprimé.    Dans  certains  carcinomes  rénaux  à  cellules  claires,  le  gène  est  inactivé  par 
l’association  d’une  mutation  germinale  et  d’une  mutation  somatique  sur  les  deux  allèles. 
L’expression des gènes  cibles PKHD1 et UMOD est  fortement  réduite au  sein de  ces  tumeurs 
(Rebouissou et al., 2005). L’inactivation de HNF1beta est d’ailleurs un marqueur diagnostique 
indiquant un mauvais pronostic de  l’évolution des  carcinomes  rénaux  (Buchner et  al., 2010).  
Plusieurs GWAS ont montré un lien entre HNF1B et des cancers de la prostate (Grisanzio et al., 
2012; Gudmundsson et al., 2007; Sun et al., 2008; Thomas et al., 2008).  
Récemment,  Grisanzio  et  al  ont  effectué  une  étude  fonctionnelle  de  l’effet  de  la 






  Une  étude  récente  a  montré  que  HNF1beta  était  impliqué  les  carcinomes  ovariens 
séreux, et à cellules claires. C’est d’ailleurs  le premier gène de susceptibilité  identifié pour ces 






dans son profil de méthylation. Selon  le  type de carcinome ovarien considéré,  l’expression de 
HNF1beta  est  soit  éteinte  (type  séreux)  ou  augmentée  (type  cellules  claires).  Shen  et  al  ont 
montré que ces dérégulations étaient  liées à un mécanisme épigénétique. En effet, dans 50% 
caricnomes  ovariens  séreux,  l’extinction  de  HNF1beta  est  liée  à  une  augmentation  de  la 














































Le  Bookmarking  est  un  mécanisme  épigénétique  permettant  la  transmission  de  l’identité 
cellulaire  (sous  la  forme  d’un  programme  transcriptionnel  spécifique)  d’une  génération 
cellulaire à l’autre. Ce processus implique l’acquisition de marques épigénétiques en cis par les 
gènes cibles, qui persistent à travers  la mitose et permettent  la réactivation transcriptionnelle 





précédemment,  le  laboratoire  d’accueil  a montré  que  HNF1beta  était  un  facteur  avec  une 
activité de Bookmarking, contrôlant l’expression d’un grand nombre de gènes impliqués dans la 
kystogenèse. En particulier, HNF1beta est capable de rester associé à la chromatine pendant la 
mitose,  à  l’inverse  de  la  majorité  des  facteurs  de  transcription  qui  sont  dispersés  dans  le 
cytoplasme après  la rupture de  l’enveloppe nucléaire. La  liaison de HNF1beta à  la chromatine 
mitotique  pourrait  permettre  la  mise  en  place  d’une  marque  épigénétique  permettant  la 
réactivation  post‐mitotique  des  gènes  cibles.  Le mécanisme  conférant  à  certains  facteurs  de 
transcription  spécifiques  la  capacité  d’être  présents  sur  la  chromatine  mitotique  n’est  pas 
encore  très  bien  compris.  L’affinité  de  la  liaison  de  ces  facteurs  à  l’ADN  n’est  pas 
particulièrement  plus  importante  que  celle  d’autres  facteurs  de  transcription.  Il  est  donc 
possible  que  la  capacité  de  lier  la  chromatine mitotique  indispensable  au  Bookmarking  soit 
codée dans la séquence primaire de ces protéines particulières.  
L’objectif  principal  de  ma  thèse  était  ainsi  de  comprendre  les  mécanismes  permettant 
l’établissement  de  l’activité  de  Bookmarking  de  HNF1beta,  en  caractérisant  sa  liaison  à  la 
chromatine mitotique. La question sous‐jacente était  l’importance de  la  localisation mitotique 





























de  sérum  de  veau  foetal  (Life  Technologies)  et  1%  de  Penicilline/Streptomycine  (Life 
Technologies),  et  transfectées  avec  du  JetPei  (Polyplus  Transfection).  Les  cellules  MDCK 
exprimant  de  façon  stable  les  protéines  de  fusion  HNF1beta  sauvage  et mutantes  ont  été 
générées  en  utilisant  le  système  Tet‐ON  T‐Rex  (Life  Technologies).  Les  cellules  exprimant  le 
répresseur pcDNA6/TR, nous ont été  fournies par Yasuyuki Fujita  (University College, London, 
Royaume‐Uni), et sont cultivées dans du milieu DMEM avec 10% de sérum de veau foetal et 1% 
de  Penicilline/Streptomycine.  Les  constructions  pcDNA4/TO/HNF1b‐GFP  ont  été  transfectées 
dans    les  MDCK‐pcDNA6/TR  cells  en  utilisant  du  JetPei.  Après  une  sélection  avec  de  la 
blasticidine (à 5 μg/ml) (Sigma) et de la zéocine (à 400 μg/ml) (Life Technologies), les clones ont 
été  isolés grâce à des cylindres à clones (Fisher Scientific). L’expression des proéines de fusion 





pEGFP‐HNF1alpha  complet  : Une PCR  a été  réalisée  sur  le plasmid HA  (REFERENCE)  avec  les 
primers o5 et o6 (codons 1‐628).  
pEGFP‐HNF1betacomplet  :  Une  PCR  a  été  réalisée  sur  le  plasmid  HA  (REFERENCE)  avec  les 
primers o7 and o8 (codons 1‐628).  
 



































Les  reactions  de  mutagénèse  dirigée  ont  été  réalisées  avec  le  QuickChange  Site‐directed 
Mutagenesis kit. En résumé, une réaction de PCR a été réalisée sur pEGFP/HNF1beta avec  les 
primers  indiqués. Les amplicons ont été précipités en ethanol puis digérés par 1 unité de DpnI 























Les  cellules mIMCD3 ont été  fixées dans 4%  formaldehyde    (Electron Microscopy Sciences) à 
température  ambiante  pendant  15 minutes  ou  avec  du méthanol  froid  à  ‐20°C  pendant  15 
minutes. Après la fixation, les cellules ont été lavées 3 fois en PBS, puis perméabilisées dans du 
Triton‐X à 0.2% pendant 5 minutes, bloquées avec du PBS 3% BSA pendant 1h à température 
ambiante, puis avec  les anticorps anti‐HNF1beta  (s22840  Santa Cruz, ou  v1/6‐2, described  in 
(Chouard et al., 1997)) dans la solution de bloquage sur la nuit à 4°C. Après 3 lavages en PBS, les 
cellules ont été  incubées avec  l’anticorps secondaire    (Alexa Fluor donkey anti‐rabbit 488, Life 





plaques  IBIDI de 35mm, après marquage par  le Hoechst 33342 (Life Technologies). Les  images 
ont  été  réalisées  avec un microscope  Zeiss Axiovert  200M  à  37°C  avec  5% de CO2. Pour  les 
expériences de  choc  thermique, du milieu de  culture à 4°C a été ajouté dans  la plaque  IBIDI 
pour atteindre une température d’environ 25°C. La mesure de la température a été réalisée en 
temps  réel  avec  des  sondes  thermiques  plongées  au  sein  du  milieu  cellulaire.  Pour  les 




de  sodium‐azide  (Sigma)  et  6mM  de  2‐Deoxy‐D‐glucose  (Sigma)  pendant  30 minutes  avant 











moyenne.  La  sonication  est  effectuée  dans  des  aliquots  de  300µL,  avec  un  sonicateur  Pico 
Diagenode,  jusqu’à une  taille comprise entre 100 et 500bp. Après sonication,  la chromatine a 
été  centrifugée  pendant  15 minutes  à  13000  rpm.  La  concentration  chromatinienne  a  été 
évaluée à partir d’un aliquot de 50µL, traité pendant 30minutes avec de la RNAse A à 20µg/mL, 
puis dilué dans 200µL de tampon de decrosslinking (1% SDS, 0.1M NaHCO3, 200mM NaCl), et 
incubé  sur  la  nuit  à  65°C.  Après  ajout  d’EDTA  à  2mM,  de  Tris‐HCl  pH6.8  à  80mM,  et  de 
protéinase K à 100µg/mL, la chromatine a été incubée pendant au moins 1 heure à 55°C. L’ADN 
a  été  collecté  grâce  au  kit  de QIAGEN  PCR  purification  kit,  et  sa  concentration  a  été  lue  au 
nanodrop.  L’efficacité  de  sonication  a  été  évaluée  en  soumettant  2µg  d’ADN  à  une 
électrophorèse en gel d’agarose. 
Après  la dilution au 1/3 de  la chromatine dans  le tampon d’immunoprécipitation  (25mM Tris‐
HC1 pH 8.0, 2mM EDTA, 150mM NaC1, 1% Triton X100, 0.1%  SDS, 2.5mM PMSF, Cocktail of 
Protease  inhibitors (Roche complete) 1X), entre   10 et 20 µg d’équivalents ADN ont été utilisé 
pour  chaque  ChIP,  dans  un  volume  total  de  500  µl  de  tampon  d’immunoprécipitation.  Les 
extraits  ont  été  pré‐incubés  avec  30µL  de  dynabeads  coatées  par  la  protéine  A  (Life 














(ainsi que  les  INPUTS) ont ensuite été éluées dans 200µL de  tampon de decrosslinking   avec 
20µg/mL de RNase A.  
Les  INPUTS  et  les  extraits  ont  ensuite  été  decrosslinkés  comme  décrit  précedemment, mais 
extraits  par  du  phénol‐chlorophorme,  et  précipités  par  l’éthanol.  Les  culots  obtenus  ont  été 
resuspendus  dans  50µL  d’eau.  L’analyse  par  qPCR  a  été  réalisée  en mesurant  le  ratio  de  la 
quantité la quantité absolue de copies, en unités arbitraires d’un site HNF1 en amont de Pkhd1 
(primers:  forward:  AAATTCCCAAACATTCTTCCAGTG,  reverse:  CCCTTTGAAAACAAATCACCAGAT), 






trois  fois  dans  du  PBS,  puis  grattées  dans  1mL  de  PBS  et  centrifugées  pendant  5minutes  à 
1500g. Le culot a été resuspendu dans  400µL de tampon A (10 mM HEPES pH 7.9; 10mM KCI; 
0.1 mM EDTA; 0.1 mM EGTA; 1 mM DTT; 0.5 mM PMSF, Cocktail of Protease  inhibitors (Roche 












La  sonde  HNF1  utilisée  pour  étudier  la  liaison  des  protéines  de  liaison  à  l’ADN  est: 
CTTTAGTTAATATTTGACAGTTT  23,  phosphorylé  avec  de  l’ATP‐gamma‐32P,  grâce  à  la  T4 
Polynucléotide  kinase  (Promega).  2µg  d’extraits  nucléaire  préparés  comme  décrit 
précédemment  ont  été  utilisés  pour  chaque  réaction  de  liaison,  dans  un  tampon  de  liaison 
(HEPES 10mM, KCl 30mM, DTT 5mM, Glycerol 10%, Spermidine 9mM, MgCl2 9mM), avec une 
quantité  variable  de  sonde  HNF1,  complémentée  par  un  excès  entre  3  et  5  fois  de  sonde 
HNF1froide  pour  faciliter  la  saturation  des  protéines,  dans  un  volume  final  de  20µL.  Les 
réactions de  compétition  spécifiques et non‐spécifiques ont été  réalisées  respectivement par 




réactions  de  liaison,  et  l’électrophorèse  pendant  1h  à  130V.  Les  gels  ont  été  fixés  dans  une 
solution à 10% Ethanol et 10% d’acide acétique. Après séchage,  les gels ont été exposés dans 




































Le  laboratoire  d’accueil  a  montré  précédemment,  dans  une  lignée  de  cellules  rénales 
(mIMCD3), que la partie N‐terminale de HNF1beta, contenant le domaine de dimérisation et le 
domaine de liaison à l’ADN, en fusion avec la GFP (qui sera notée HNF1beta‐GFP) était la partie 
minimale  permettant  la  localisation  de  la  protéine  sur  la  chromatine  pendant  la  mitose 
(Verdeguer et al., 2010). Le degré de localisation mitotique de HNF1beta‐GFP est comparable à 




Nous  avons  donc  vérifié  la  localisation  subcellulaire  de  HNF1alpha  pendant  la  mitose.  La 
délétion du domaine C‐terminal de HNF1alpha entraîne une perte partielle de  la  localisation 
nucléaire de la protéine dans les cellules interphasiques (Sourdive et al., 1993), rendant difficile 
l’étude de  la  localisation mitotique de cette partie de  la protéine, à cause d’un bruit de  fond 
important.  Nous  avons  cependant  montré  que  la  protéine  était  capable,  au  moins 
partiellement, d’être localisée sur la chromatine mitotique (Figure 23). 
HNF1beta et HNF1alpha  appartiennent  à  la  famille des  facteurs de  transcription POU.  La 
superposition  des  structures  de  Pit‐1,  Oct‐1  et  HNF1alpha  montre  une  conservation  très 
importante de  la structure  tridimensionnelle, au niveau de POUs comme de POUh  (Chi et al., 
2002). Nous avons  construit des vecteurs permettant  l’expression des protéines de  fusion de 
Pit1 et d’Oct1. Pit1‐GFP et Oct1‐GFP présentaient une  localisation nucléaire dans  les  cellules 
interphasiques. Lors de la mitose, nous avons montré que les deux protéines de fusion étaient 
localisées  sur  la  chromatine mitotique  (Figure  24).  Ce  résultat  suggère  que  la  fonction  de 
Bookmarking  semble être une caractéristique partagée par  les  facteurs de  transcription de  la 
famille POU. 
Nous  avons  ensuite  voulu  vérifier  que  la  localisation mitotique  observée  n’était  pas  un 





26). Nous avons alors étudié  l’effet des conditions de  fixation sur  la  localisation de HNF1beta‐




que  la  fixation  par  le  formaldéhyde  sur  des  cellules mitotiques  entraîne  une  délocalisation 




en  éthanol),  à  ‐20°C  pendant  15 minutes  ou  à  température  ambiante  pendant  30 minutes, 
permettait  la  localisation mitotique de HNF1beta‐GFP ainsi que de  la protéine endogène, à  la 












































































































 Coupe  de  reins  murins  fixés,  soit  en  formaldéhyde  (à  gauche),  soit  en  méthanol  (à  droite),  avec 
immunodetection de HNF1beta (signal vert), et de  la Serine 10 Phosphorylée de Histone H3 (H3S10ph, 




La  localisation mitotique observée aurait pu être  liée soit   à une  interaction directe et 
séquence‐spécifique avec  la molécule ADN, soit au contraire  il s'agit d'une association globale 
non  séquence‐spécifique  avec  la  chromatine. Afin de discriminer  ces possibilités, nous  avons 
étudié  l'effet sur  la  localisation mitotique de mutations supprimant  la capacité de HNF1beta à 
lier l’ADN. La première mutation étudiée consistait en la délétion du POUh entier sur HNF1beta‐
GFP (deltaHom). En interphase, la mutation deltaHom n'entraînait pas de défaut de localisation 
nucléaire  de  la  protéine.  Au  moment  de  la  mitose  en  revanche,  aussitôt  que  l'enveloppe 
nucléaire  est  rompue  lors  de  la  prométaphase,  le  mutant  deltaHom  est  dispersé  dans  le 
cytoplasme. Ce résultat indique que la perte de son homéo‐domaine empêche HNF1beta d’être 
localisé sur la  chromatine mitotique. La troisième hélice alpha du domaine POUh de HNF1beta 
interagit directement avec  les bases et  le squelette phospho‐carboné du grand sillon de  l’ADN, 
et  présente  donc  une  importance  cruciale  pour  la  liaison  de HNF1beta  à  l’ADN. Nous  avons 
étudié par vidéo‐microscopie l’effet d’une délétion moins drastique que deltaHom, restreinte à 
la troisième hélice alpha de POUh sur HNF1beta‐GFP (deltaH3), provoquant la perte de la liaison 
à  l’ADN (Figure 27A et 27B). Nos résultats montrent que  le mutant deltaH3 présente  le même 


































confère  la  liaison  à  l’ADN  et  à  la  chromatine mitotique.  Nous  ne  pouvons  pas  exclure  que 
certaines mutations entraînent une perte spécifique de l’activité de Bookmarking de HNF1alpha 
et HNF1beta. Nous  avons  ainsi  sélectionné  un  ensemble  de mutations  touchant  des  résidus 
conservés entre HNF1alpha et HNF1beta et au cours de l’évolution, et les avons introduites dans 
HNF1beta‐GFP  par mutagenèse  dirigée.  Nous  avons  exclu  de  notre  sélection  les mutations 
touchant des acides aminés directement impliqués dans la liaison à l’ADN. 
Nous  avons  analysé  l’effet  d’un  panel  de  mutations  MODY  sur  la  localisation  de 
HNF1beta‐GFP  en  mitose  avec  les  lignées  de  MDCK  transfectées  de  façon  stable  avec  un 
système  Tet‐ON  inductible.  Les  protéines  mutantes  étudiées  présentaient  toutes  une 
localisation  nucléaire  normale,  ainsi  que  des  taux  d’expression  comparables  à  la  protéine 
sauvage en Western Blot  avec un  anticorps  anti‐GFP,  indiquant  l’absence de défauts majeurs 
dans  la stabilité de ces mutants. De  façon  intéressante,  les mutations K123E, A271T, et C273Y 
entraînent  une  délocalisation  significative  de  HNF1beta‐GFP  dans  le  cytoplasme  pendant  la 







perpendiculaire  à  la  plaque  métaphasique  (Intensity  Coefficient  Quotient)  (Li  et  al.,  2004) 
(Figure  29).  Ces  résultats  indiquent  que  les mutations MODY  sélectionnées  entraînent  une 




De  façon  remarquable,  l’effet  de  certaines  mutations  MODY  sur  la  localisation  de 
HNF1beta‐GFP  sur  la  chromatine mitotique  est  sensible  aux  conditions  de  température.  La 







température  de  commutation  (température  permissive),  les  mutants  P256S  et  V265L  sont 
associés à la chromatine mitotique (Figure 31) une gamme allant de 32 à 38°C. Les variations de 










avec HNF1beta‐GFP  sauvage.  A  température  permissive,  la  granulosité  de  ces  deux mutants 











Hoescht  (signal  rouge). Les  fléches  jaunes  indiquent 
la  position  de  la  plaque métaphasique,  les  fléches 






















A :  a : Western  blot  avec  un  anticorps  anti‐GFP  (ab290)  sur  des  extraits  nucléaires  issus  de    cellules 
exprimant HNF1beta‐GFP sauvage ou P256S, V265L, C273Y. La protéine de fusion a un poids moléculaire 




































d’abord  comprendre  dans  quelle mesure  la  rétention mitotique  de  HNF1beta  impliquait  un 
mécanisme  énergie‐dépendant.  Nous  avons  ainsi  mesuré  la  vitesse  de  relocalisation  des 
mutants P256S et V265L dans des cellules ayant subi une privation énergétique grâce à l’usage 
d’un milieu de culture contenant du sodium‐azide et du désoxy‐glucose, pendant une période 
de  temps  courte  (30 minutes), permettant de  limiter  la  toxicité  inhérente  à  ce protocole.  La 
localisation nucléaire des protéines de fusion avec la GFP n’était pas affectée par le traitement, 
comme  la  localisation  de  la  version  sauvage  de  HNF1beta‐GFP  sur  la  chromatine mitotique 
(Figure 32). Nous avons étudié la vitesse de la relocalisation des protéines mutantes suivant une 
baisse  subite  de  la  température  permettant  de  passer  d’une  température  restrictive  à  une 
température  permissive. Nous  avons  observé  une  diminution  significative  dans  la  vitesse  de 
relocalisation des mutants sur  la chromatine mitotique, ainsi qu’une baisse substantielle de  la 




cytoplasme et  le nucléoplasme. Ran permet  la  régulation des  interactions entre  les protéines 
cargos et les protéines responsables du transport nucléaire de la famille de l’importine‐beta. La 
fonction de Ran est établie grâce à l’anisotropie de la distribution de la forme Ran‐GTP, réalisée 
par  le  facteur  d’échange  de GTP  RCC1,  associé  avec  la  chromatine  durant  l’interphase  et  la 
mitose. Ainsi,  dans  le  noyau,  à  proximité  des  chromosomes  et  de RCC1  se  trouve  une  forte 
concentration de Ran‐GTP qui diminue en s’éloignant dans le cytoplasme (Kalab et al., 2002). Il a 
été montré de  façon  intéressante que RCC1 et  le  système de  transport  lié à  l’importine‐beta 
avait  un  rôle  important  pendant  la  mitose,  en  permettant  le  recrutement  de  facteurs 
nécessaires  à  l’assemblage  du  fuseau mitotique,  à  la  condensation  des  chromosomes. Nous 
avons étudié  l’effet d’une  inhibition partielle de  l’importine‐beta par un  inhibiteur  spécifique, 
l’importazole (Soderholm et al., 2011), sur  le recrutement des mutants thermosensibles après 
une chute de  la  température. Nous avons  traité  les cellules pendant des courtes périodes de 
temps (5‐10 minutes) juste avant observation, afin d’éviter l’effet toxique de la drogue vis‐à‐vis 
du  déclenchement  de  la mitose,  et  de  pouvoir  observer  des  cellules  déjà  engagées  dans  la 
division  cellulaire.  Nos  résultats montrent  que  ce  court  traitement  n’interférait  pas  avec  la 



























































L’effet de  la transition de température sur  la  liaison à  la chromatine mitotique suggère 
que  les  mutations  MODY  étudiées  pourraient  induire  des  changements  conformationnels 
affectant la capacité de HNF1beta à lier la chromatine mitotique. Afin de tester cette hypothèse, 
nous  avons  évalué  la  capacité des mutants MODY  à  se  lier  à  l’ADN dans des expériences de 




de HNF1beta‐GFP  à  partir  d’extraits  nucléaires,  en  l’absence  de  compétiteurs  nucléotidiques 
non‐spécifiques (poly dIdc ou salmon sperm DNA). Notre protocole nous a permis d’observer un 
retard  spécifique  de  la  sonde  radioactive,  comme  le montre  la  réduction  de  la  quantité  de 
sonde en  complexe  avec HNF1beta  lors d’une expérience de  compétition  spécifique  avec un 
excès  de  30  fois  de  sonde  HNF1  froide  (et  l’absence  d’effet  d’un  excès  d’une  sonde  froide 
aléatoire) (Figure 34).  
Nos  résultats  indiquent que  lorsque  les  complexes ADN‐protéines étaient  séparés par 
électrophorèse à basse température (4°C),  la  liaison à  l’ADN des mutants P256S et V265L était 
réalisée  avec  des  caractéristiques  similaires  à  celles  de  la  protéine  sauvage  (Figure  35).  Au 
contraire,  la  même  expérience  de  gel  retard  réalisée  à  une  température  restrictive  (40°C) 
entraînait  l’absence de bandes de  retards correspondant à une  liaison des deux mutants à  la 
sonde radioactive, tandis que HNF1beta‐GFP sauvage conservait sa capacité de  liaison  (Figure 































































































































sites génomiques particuliers. Nous nous sommes  interrogés sur  le possible effet de  la fixation 
en  formaldéhyde  sur  l’immunoprécipitation de HNF1beta  au  sein des  cellules mitotiques,  vu 
que  ce  type  de  fixation  entraîne  une  délocalisation  artefactuelle  de  la  protéine  des 
chromosomes  mitotiques,  et  pourrait  résulter  en  un  biais  empêchant  significativement  la 
détection  de  la  liaison  de  la  protéine  à  la  chromatine mitotique  par  ChIP.  Nous  avons  pu 
montrer  que  lorsque  les  cellules  étaient  préfixées  avec  du méthanol,  le  cross‐linking  par  le 
formaldéhyde  n’entraînait  plus  de  la  délocalisation  mitotique  de  HNF1beta‐GFP  en 
immunofluorescence  (Figure  37).  D’autre  part,  nous  avons  pu montrer  que  si  la  fixation  en 
méthanol  était  précédée  par  une  fixation  au  formaldéhyde,  la  localisation  mitotique  était 
perdue (Figure 37). Nous avons utilisé ce protocole pour tester la liaison de HNF1beta à un site 
HNF1 conservé, en amont du gène cible Pkhd1, à la fois dans des cellules interphasiques et dans 
des  cellules bloquées en nocodazole.   Nous  avons établi un protocole de  synchronisation de 
cellules MDCK, nous permettant d’obtenir un  index mitotique variant entre 80 et 90%  (Figure 
37).  Nos  résultats  ont montré  que  l’enrichissement  en  HNF1beta  sur  Pkhd1  avec  la  double 
fixation  était  significativement  supérieur  à  celui  obtenu  avec  la  fixation  en  formaldéhyde 
seulement  (Figure  38).  La  détection  de  la  liaison  de  HNF1beta  sur  un  site‐spécifique  sur  la 
chromatine  mitotique,  en  complément  du  caractère  indispensable  de  la  liaison  à  l’ADN 
démontré  précédemment,  indiquent  que  l’interaction  de  HNF1beta  avec  la  chromatine 




  Précédemment, nous avons montré que  la mutation C273Y entraînait  la dispersion de 
HNF1beta‐GFP dans le cytoplasme pendant la mitose, sans affecter l’affinité de la protéine pour 
l’ADN à température restrictive. Nous avons voulu ensuite vérifier si  la protéine mutante était 
capable  de  se  lier  de  façon  spécifique  à  un  site  HNF1,  dans  un  contexte  chromatinien,  en 
l’occurrence  le  site  présent  en  amont  du  gène  Pkhd1.  Nous  avons  réalisé  le  ChIP  avec  un 
anticorps  anti‐GFP  au  sein  des  cellules  MDCK  soit  exprimant  HNF1beta‐GFP  sauvage  soit 
mutant. Avant  la double  fixation,  les cellules ont été  incubées 30 minutes soit à  température 
ambiante,  soit à 40°C, pour  réaliser  l’expérience  respectivement à  température permissive et 
restrictive  (voir matériel et méthodes). Nos  résultats ont montré que  la version sauvage et  le 
mutant C273Y de HNF1beta‐GFP présentent un enrichissement significatif au niveau du site en 
amont  de  Pkhd1,  à  température  permissive  et  à  température  restrictive,  alors  que  la 
température restrictive entraînait une baisse de l’enrichissement à ce site pour le mutant P256S  




































































































Au  cours  de mon  travail  de  thèse,  j’ai  caractérisé  la  liaison  de  HNF1beta  à  la  chromatine 
mitotique. Cette capacité particulière, partagée par certains facteurs de transcription, est codée 
génétiquement  dans  la  partie  N‐terminale  de  HNF1beta.  J’ai  montré  que  l’utilisation  de 




de  transcription  aient  été  caractérisés  à  tort  comme  exclus  de  la  chromatine mitotique.  Ce 








de  transcription  apparaît  significativement  dispersé  dans  le  cytoplasme.  Au  contraire,  pour 
FOXA1, un autre exemple récent de facteur de bookmarking, les expériences d’IF montrent une 




Certaines mutations de HNF1beta entraînant en une perte de  la  liaison à  l’ADN  (deltaHom et 
deltaH3,  ainsi  que  P256S  et V265L  à  37°C)  résultent  en  la  dispersion  de  la  protéine  dans  le 
cytoplasme  au moment  de  la  rupture  de  l’enveloppe  nucléaire.  La  fonction  du  domaine  de 
liaison à l’ADN est donc essentielle pour la rétention mitotique de HNF1beta. Ce résultat est en 
accord  avec  les  résultats  concernant  d’autres  facteurs  de  Bookmarking,  par  exemple  FOXA1. 
Caravaca  et  al.  ont  montré  en  effet  qu’une  mutation  touchant  un  résidu  indispensable  à 
l’interaction directe avec l’ADN, entraîne une perte totale de la localisation mitotique de FOXA1. 








Cela  est  comparable  avec  les  résultats  obtenus  avec  d’autres  facteurs  de  transcription, 
notamment  FOXA1.  Caravaca  et  al.  ont  présenté  un  modèle  selon  lequel  ce  facteur  de 
transcription possède deux modes de  fixation à  la  chromatine mitotique.  Le mode de  liaison 
site‐spécifique permet  la réactivation rapide de gènes fortement exprimés après  la mitose. Un 
mode additionnel de  fixation non spécifique, causant  l’augmentation du bruit de  fond  lors du 
ChIP‐seq, permet  la fixation du facteur de transcription à  la chromatine, de façon globale, que 
les auteurs supposent constituer un réservoir de facteur de transcription à proximité des gènes 
non  liés  spécifiquement  pendant  la  mitose,  et  permettant  leur  réactivation  post‐mitotique 
rapide.  Cette  caractéristique  pourrait  être  liée  au  fait  que  FOXA1  est  un  facteur  pionnier 
présentant une forte affinité pour les nucléosomes.  
d)  Facteurs POU et Bookmarking 
Mes  résultats montrent  que HNF1alpha,  Pit‐1  et Oct‐1  partagent  avec HNF1beta  la  capacité 
d’interagir  avec  la  chromatine  mitotique.  Les  facteurs  POU  présentent  une  conservation 
relativement importante de la séquence en acides aminés des domaines POUs et POUh, et, de 
façon  plus  frappante,  des  structures  tridimensionnelles  similaires.  Cela  suggère  que  le 
bookmarking  pourrait  être  une  fonction  commune  à  la  famille  des  facteurs  de  transcription 
POU. On peut mettre cette fonction en lien avec le rôle important de beaucoup de facteurs POU 
durant le développement. Oct‐1 est indispensable pour la maintenance et la différenciation du 
compartiment de  cellules  trophoblastiques pendant  le développement.  Le Knockout du  gène 
entraîne une létalité embryonnaire précoce, à cause d’un défaut de l’interface entre l’embryon 




a) Certaines  mutations  MODY  résultent  en  une  délocalisation  de  HNF1beta  de  la 
chromatine mitotique. 
J’ai  montré  que  des  mutations  perte  de  fonction,  observées  chez  des  patients  MODY3  et 
MODY5  (voir  tableau  1)  et  touchant  des  résidus  conservés  de  HNF1beta  et  HNF1alpha, 
affectaient  la  capacité  de  HNF1beta  de  lier  la  chromatine mitotique.  D’après mes  résultats, 
l’effet de  certaines mutations est potentiellement  lié  à une perte de  la  capacité de  liaison  à 
l’ADN.  J’ai montré que  le phénotype des mutations P256S, V265L et C273Y est  réversible en 
quelques secondes par un choc thermique permettant  la diminution rapide de  la température 
dans  le milieu de culture. J’ai montré que  la dynamique de  la relocalisation des mutants après 
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baisse  de  la  température  est  affectée  par  la  privation  énergétique  de  la  cellule,  et  par 
l’inhibition  de  l’importine‐beta.  Cela  suggère  l’existence  d’un mécanisme  actif,  impliquant  le 




séquence‐spécifique,  sur  la  chromatine mitotique. Ces  résultats  suggèrent que  la  localisation 
mitotique  de  HNF1beta  est  liée  à  un  mécanisme  d’adressage  spécifique  du  facteur  de 
transcription  par  un mécanisme  impliquant  des  acteurs  communs  au  système  d’import  des 
protéines au sein du noyau. L’absence d’effet de l’importazole sur la localisation mitotique de la 
version  sauvage  de  HNF1beta‐GFP  pourrait  être  expliquée  dans  ce  cadre  par  le  temps 
d’incubation court que nous avons utilisé. Ce  résultat suggère que  le bookmarking des gènes 













la  chromatine mitotique.  Lorsque  la  température excède  cette valeur,  les protéines mutantes 
perdent  cette  capacité  et  sont  dispersées  dans  le  cytoplasme  des  cellules mitotiques. Nous 
avons montré que dans  le cas des mutations P256S et V265L,  la  transition affecte  la  liaison à 








démontrée  une  dualité  dans  la  fonction  de HNF1beta.  Il  apparaît  en  effet  que  le  facteur  de 
transcription,  en  plus  de  sa  fonction  classique  de  transactivation,  est  nécessaire  à  la 
réexpression de  ses  gènes  cibles  après un  évenement mitotique.  Les  auteurs ont montré  en 
complément  que  HNF1beta  était  localisé  sur  la  chromatine  mitotique,  sans  démontrer  la 








l’apparition d’une hypoplasie rénale bilatérale chez  le patient a permis de réaliser  le  lien entre 
ce phénotype pathologique et  la  localisation mitotique de HNF1beta. J’ai en effet montré que 
HNF1beta  portant  la mutation  C273Y  présentait  un  Kd  pour  l’ADN  équivalent  à  celui  de  la 
protéine  sauvage,  que  ce  soit  à  température  permissive  quand  la  protéine  est  capable 


























La  température  n’a  d’influence  sur  la  capacité  de  HNF1beta  sauvage  ni  à  lier  à  l’ADN,  ni  la 










Le  mécanisme  de  Bookmarking  a  été  décrit  par  plusieurs  études  comme  permettant  la 
réactivation rapide de l’expression des gènes après l’inactivation globale se produisant durant la 
mitose.  L’idée  que  la  fonction  de  Bookmarking  dépasse  le  simple  cadre  de  la  nécessité 
temporelle de  ré‐expression des gènes émerge aujourd’hui dans  la communauté  scientifique. 
Un  certain  nombre  de  gènes  liés  durant  la  mitose  par  des  facteurs  de  transcription,  en 
particulier  les gènes  impliqués dans  la spécification du  lignage cellulaire, n’ont pas de fonction 
spécifique  connue  en  phase  G1,  soulevant  la  question  de  la  fonction  de  leur  ré‐expression 
rapide  (Kadauke  and  Blobel,  2013).  L’étude  de  la  stabilité  des  ARNm  à  travers  les  divisions 





cibles  après  une  mitose.  HNF1beta  semble  jouer  un  rôle  essentiel  pour  la  réactivation 






De  façon  intéressante,  les  processus  permettant  la  réactivation  de  la  transcription  après  la 
mitose mettent en jeu des acteurs et une composante dynamique commune avec les processus 
de  différenciation  au  cours  du  développement.  Ainsi,  GATA1  et  FoxA1  sont  décrits  comme 
facteurs pionniers dans les cellules progénitrices, capables de se lier à des gènes cibles dans des 




intéressante  de  l'accessibilité  de  la  chromatine  pendant  la mitose  avec  les  changements  se 
produisant  pendant  le  développement  et  la  reprogrammation  cellulaire.  Les  cellules  ES 
présentent  ainsi  une  dynamique  des  échanges  d’histones  élevée  par  rapport  aux  cellules 







































lie de  façon site‐spécifique à  la chromatine durant  la mitose, d’une  façon similaire en  termes 
biochimiques avec sa  liaison à  la chromatine  lors du  reste du cycle cellulaire.  J’ai montré que 
certaines mutations MODY,  identifiées chez des patients présentant des pathologies rénales et 
endocriniennes  (diabète),  entraînaient  une  perturbation  de  la  localisation  mitotique  de 
HNF1beta.  La  réversibilité de  ce phénotype par  le biais d’une baisse de  température nous  a 
permis d’étudier la dynamique de relocalisation des mutants sur la chromatine mitotique. Mes 




Cette étude a permis de mieux  comprendre  les modalités d’interaction de HNF1beta avec  la 



































Nous  avons  montré  que  la  capacité  de  HNF1beta  à  lier  la  chromatine  mitotique  est 
génétiquement  programmée,  car  la  mutation  MODY  C273Y  affecte  cette  propriété  sans 
perturber  la  liaison  à  l’ADN  ou  à  la  chromatine.  Il  est  possible  que  cette  mutation  altère 





pourrait  nous  permettre  d’identifier  des  protéines  interagissant  différentiellement  avec 
HNF1beta  sauvage  et mutant. Un  problème  potentiel  est  la  protéine  sauvage  et  la  protéine 
mutée  sont  présentes  dans  deux  compartiments  différents  (chromatine  mitotique  et 
cytoplasme,  respectivement).  Cela  pourrait  avoir  un  impact  important  sur  la  possibilité 
d’interagir avec des partenaires simplement à cause de la localisation de la protéine. Pour cette 






des sites spécifiques de  liaison de nombreux facteurs de transcription durant  l’interphase et  la 
mitose, et permet  le maintien d’une chromatine structurellement active. Le  facteur   CTCF est 
également  présent  sur  certains  sites  (notamment  H19),  et  sa  fonction  d’insulateur  est 
maintenue (Burke et al., 2005). Le facteur BRD4 a également été caractérisé comme restant lié à 
la chromatine mitotique, et  indispensable à  la cinétique de  réactivation de certains gènes. La 
protéine HMGB1 est  localisée sur  la chromatine mitotique également  (Pallier et al., 2003). Ce 
facteur  est  capable  de  lier  l’ADN  de  façon  non  séquence‐spécifique,  et  permet  la 
potentialisation de l’activation de plusieurs facteurs de transcription. HMGB1 a été identifié lors 
d’un crible double‐hybride comme un partenaire de HNF1alpha. La zyxine pourrait également 
un  partenaire  potentiel  intéressant  sur  la  chromatine mitotique.  La  zyxine  est  une  protéine 
cytoplasmique,  localisée au niveau des  jonctions adhérentes, associée aux  filaments d’actine. 
L’interaction de cette protéine avec HNF1beta a déjà été démontrée  in vitro, et entraîne une 
potentialisation de  la transactivation par HNF1beta. La translocation nucléaire de  la zyxine est 
nécessaire à  l’établissement de  l’interaction avec HNF1beta, afin que  les deux protéines soient 
dans  le  même  compartiment.  En  mitose,  cette  compartimentalisation  disparait,  puisque 
l’enveloppe nucléaire est rompue durant la prométaphase. De plus, une réorganisation globale 
du cytosquelette se produit, avec une diminution générale de  l’interaction de  la cellule avec  la 
matrice  extra  cellulaire,  et  on  peut  donc  imaginer  que  la  concentration  de  la  zyxine  dans  le 
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cytoplasme pourrait  augmenter.  Il  a été montré dans une étude de 1999 que  la  zyxine était 
phosphorylée pendant la mitose par cdc2, et qu’elle était localisée sur le fuseau mitotique, par 




L’ensemble  de  ces  protéines  pourraient  être  des  partenaires  potentiels  de  HNF1beta  sur  la 
chromatine mitotique et possiblement être nécessaires à sa localisation mitotique. 
   




l’ADN,  mais  sa  déstabilisation  par  les  mutations  V265L  et  P256S  pourrait  potentiellement 
conduire  à  une  perte  de  l’affinité  pour  l’ADN  en  perturbant  la  conformation  globale  de 
HNF1beta, notamment la structure de POUh, et l’interface avec le domaine POUs.  
La mutation C273Y se trouve également au sein de la deuxième hélice alpha de POUh. De façon 
intéressante, un  site de phosphorylation par  la protéine  kinase Mirk/Dyrk  a été décrit  sur  le 
résidu sérine 247 de HNF1alpha (sérine 279 pour HN1beta). Ce résidu est spatialement proche 
de la Cystéine 273. Il est possible que la mutation, en modifiant la conformation locale de POUh 
à  l’interface extérieure de  la protéine, perturbe  la mise en place de  cette modification post‐
traductionnelle.  Mirk/Dyrk  est  une  protéine  kinase  intervenant  dans  des  processus  de 
régulation  de  la  prolifération  cellulaire  et  de  la  différenciation.  La  perte  de  cette 
phosphorylation pourrait avoir un  lien avec  la délocalisation observée du mutant C273Y. Une 
inhibition  spécifique  de  cette  kinase  pourrait  être  effectuée  pour  vérifier  l’effet  sur  la 


































L’analyse  des  sites  liés  par HNF1beta  sur  la  chromatine  pendant  la mitose  est  une  question 
cruciale pour comprendre le rôle de sa fonction de Bookmarking. Une analyse par ChIP‐seq des 
sites liés par HNF1beta va être réalisée dans le laboratoire dans les semaines qui suivent grâce 
aux  conditions  expérimentales  que  j’ai  mises  au  point  pendant  mon  travail.  J’ai  établi  un 
protocole  de  « double  fixation »  avec  du méthanol,  puis  le  formaldéhyde,  préservant  de  la 
localisation mitotique de HNF1beta, et  permettant la détection d’un enrichissement supérieur 
de  HNF1beta  au  niveau  du  gène  cible  pkhd1.  Un  ChIP‐seq  sera  réalisé  prochainement,  en 













HNF1beta pendant  l’interphase et  la mitose. Nous pourrions notamment étudier  le  statut de 
marques d’activation telles que la méthylation de H3K4, ou les acétylayions de H3K9, H3K27 ou 
encore H4K16 ; ainsi que de marques de  répression  telles que  la méthylation de H3K9 et de 
H3K27. Cela pourrait nous permettre de comprendre la nature de la marque épigénétique liée à 
la localisation mitotique de HNF1beta. Cette étude pourrait être réalisée par ChIP‐seq. 
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